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POVZETEK 
Mezenhimske matične/ stromalne celice (MSC) izvirajo iz zarodne plasti mezoderma in 
predstavljajo celice, iz katerih med embrionalnim razvojem nastanejo vezivna tkiva: 
kostno tkivo, maščoba, hrustanec in mišice. MSC najdemo v številnih tkivih, kjer se 
nahajajo v tako imenovanih nišah, pri čemer so pri odraslem človeku prisotne le v 
majhnem številu. Njihovi glavni lastnosti sta samoobnavljanje in diferenciacija v 
specializirane celične linije, kar omogoča regeneracijo tkiv. So izjemno heterogena celična 
populacija, zato je pri njihovi izolaciji potrebno upoštevati definirane identifikacijske 
kriterije. 
MSC izolirane iz trabekularne kosti (KMSC) in skeletne mišice (MMSC) so pomemben 
predmet raziskav degenerativnih mišično-skeletnih bolezni, med katere spadata tudi 
osteoartroza in osteoporoza. Vloga kostnih in mišičnih MSC pri razvoju obeh bolezni še ni 
povsem znana, zato smo se v projektu, katerega del je magistrska naloga, usmerili v 
raziskave teh celic in vitro pri osteoartroznih in osteoporoznih bolnikih. 
V okviru magistrske naloge smo se osredotočili na vrednotenje sposobnosti adipogeneze in 
stopnje staranja kostnih in mišičnih MSC oseb z osteoartrozo in osteoporozo, in vitro. Za 
vrednotenje sposobnosti adipogeneze smo MSC bolnikov gojili v gojišču, ki inducira 
adipogenezo. Po 21 dneh smo izvedli histološko barvanje z barvilom Oil Red O ter s 
pomočjo programa ImageJ prešteli adipocite, ki so specifično privzeli to barvilo. 
Sposobnost adipogene diferenciacije smo izrazili kot odstotek adipocitov na število v 
kulturo naseljenih celic. Kvantifikacijo adipogeneze smo poskusili optimizirati tudi z 
ekstrakcijo in merjenjem absorbance barvila Oil Red O. Stopnjo staranja MSC pa smo 
določili s histokemijskim določanjem s staranjem povezane ß-galaktozidazne aktivnosti 
(SA-ß-Gal) in kvantifikacijo SA-ß-Gal-pozitivnih celic s pomočjo programa ImageJ. 
Stopnjo staranja smo izrazili kot odstotek SA-ß-Gal-pozitivnih celic na število gojenih 
celic. 
Dokazali smo, da je sposobnost adipogene diferenciacije KMSC in MMSC večja pri 
preiskovancih z osteoporozo, kot pri tistih z osteoartrozo, pri čemer pa so MMSC 
izkazovale večjo sposobnost adipogeneze. Menimo, da razlike v adipogeni diferenciaciji 
kaţejo na pomembno vlogo MSC pri razvoju osteoartroze in osteoporoze. 
Ugotovili smo tudi, da je bila stopnja staranja kostnih in mišičnih MSC osteoartroznih 
bolnikov enaka, razlikovala pa se je med zgodnjimi in kasnejšimi pasaţami gojenih celic. 
KLJUČNE BESEDE: mezenhimske matične/ stromalne celice (MSC), kostne MSC 
(KMSC), mišične MSC (MMSC), osteoartroza, osteoporoza 
  
ABSTRACT 
Mesenchymal stem/ stromal cells (MSCs) are of mesodermal origin and represent the cells 
which during embryogenesis give rise to connective tissues: bone tissue, adipose tissue, 
cartilage and muscle tissue. MSCs are a rare population in human adults, found in 
numerous tissues in microenvironment called niche. Self-renewal and differentiation into 
specialised cell lines are two main characteristics of MSCs which enable tissue 
regeneration. Due to heterogenous population of these cells, a defined criteria has to be 
considered during MSCs isolation. 
MSCs isolated from trabecular bone and skeletal muscle are of great importance in 
research of degenerative musculoskeletal diseases, such as osteoarthritis and osteoporosis. 
How MSCs affect the progress of these two diseases is yet to be discovered, thus our 
research is focused on in vitro assessment of adipogenic capacity and degree of senescence 
of bone and muscular MSCs from individuals with osteoarthritis and osteoporosis. 
We performed histological staining of adipocytes with Oil Red O after we cultured MSCs 
of patients in adipogenic medium for 21 days. Further, quantification with ImageJ was 
made for assessment of adipogenic capacity, counting the specifically stained adipocytes. 
Adipogenic capacity was then determined as percentage of adipocytes on seeding cell 
number. Furthermore, we tried to optimize the quantification of adipogenic capacity by 
extracting and measuring absorbance of Oil Red O. To determine degree of senescence, we 
performed histochemical senescence-associated ß-galactosidase activity test (SA-ß-Gal) 
and quantification of SA-ß-Gal-positive cells with ImageJ. The degree of senescence was 
determined as percentage of SA-ß-Gal-positive cells on number of cultured cells. 
Our results showed that adipogenic capacity of bone and muscular MSCs is higher in 
osteoporotic patients, in comparison to those with osteoarthritis. Muscular MSCs had 
higher capacity of adipogenesis in both musculoskeletal diseases considered in our 
research. We believe that different capacity of adipogenesis alludes to MSCs playing an 
important role in progress of osteoarthritis and osteoporosis. 
We observed that degree of senescence is indifferent in bone and muscular MSCs in 
osteoartritic patients, however early and late passages of MSCs show differences in degree 
of senescence. 
KEY WORDS: mesenchymal stem/ stromal cells (MSCs), bone MSCs, muscle MSCs, 
osteoarthritis, osteoporosis 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 bidest. H2O              bidestilirana voda 
 BMP                        kostni morfogeni protein (ang. bone morphogenetic protein) 
 cAMP                      ciklični adenozinmonofosfat 
 CCR6                       kemokinski receptor C-C tipa 6 (ang. C-C chemokine receptor 
type 6) 
 CD                           označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
 C/EBP                     CCAT-vezoči protein (ang. CCAT-enhancer-binding protein) 
 CFU-F                     kolonijska enota – fibroblast (ang. colony forming unit – 
fibroblast) 
 c-Myc                      protein c-Myc 
 CXCR                      kemokinski receptor C-X-C (ang. C-X-C chemokine receptor type) 
 dest. H2O                 destilirana voda 
 Dex                          deksametazon 
 DMEM-LG             Dulbeccovo modificirano gojišče z nizko koncentracijo glukoze  
 DMF                        N,N-dimetilformamid 
 DMSO                     dimetilsulfoksid 
 DPBS                       Dulbeccov fosfatni pufer 
 EDTA                      etilendiamintetraocetna kislina 
 EMC                        embrionalne matične celice 
 EtOH                       etanol 
 FBS                         fetalni goveji serum  
 FFA                         Fakulteta za farmacijo 
 GPDH                      glicerol-3-fosfat dehidrogenaza 
 HLA-DR                  človeški levkocitni antigeni razreda II – DR (ang. Human 
leukocyte antigens – DR) 
 HS                           konjski serum  
 IBMX                      3-izobutil-1-metilksantin 
 IGF-1                      inzulinu podobni rastni dejavnik 1 (ang. insulin-like growth factor 
1) 
 IL-6                         interlevkin 6 
 iPrOH                      izopropilni alkohol 
 iPSC                        inducirane pluripotentne matične celice 
 Klf4                         Kruppelovemu podobni dejavnik 4 (ang. Kruppel-like factor 4) 
 KMSC                     kostne mezenhimske matične/ stromalne celice 
 komora LAF            komora z laminarnim pretokom zraka 
 LBI                          Inštitut Ludwig Boltzmann 
 L-glu                        L-glutamin 
 LPL                          lipoproteinska lipaza 
 MMSC                     mišične mezenhimske matične/ stromalne celice 
 MSC                        mezenhimske matične/ stromalne celice 
 Myf5                        miogeni dejavnik 5 (ang. myogenic factor 5) 
 MyoD                      mioblast determinirajoči protein (ang. myoblast determining 
protein) 
 Oct3/4                     oktamer-vezoči transkripcijski dejavnik 3/4 (ang. octamer-binding 
transcription factor 3/4) 
 Pax                           protein »paired box« (ang. »paired box« protein) 
 PBS                         fiziološka raztopina s fosfatnim pufrom (ang. phosphate buffered 
saline) 
 pen/strep                  penicilin/ streptomicin 
 PFA                         paraformaldehid 
 pH                            negativni dekadični logaritem koncentracije oksonijevih ionov 
 PPARγ                     s peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptor γ (ang. 
peroxisome proliferation-activated receptor γ) 
 RANKL                    ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika κB (ang. 
receptor  activator of nuclear factor kappa-Β ligand) 
 SA-ß-Gal                  s staranjem povezana ß-galaktozidazna aktivnost (ang. 
senescence-associated ß-galactosidase activity) 
 SC                            matične celice (ang. stem cells) 
 Sca-1                       antigen-1 matičnih celic (ang. stem cell antigen-1) 
 SD                           standardni odklon (ang. standard deviation) 
 Sox2                        spol določajoče področje Y – »box 2« (ang. (sex determining 
region Y)-box 2) 
 TGF                         transformirajoči rastni dejavnik (ang. transforming growth factor) 
 TNF-α                     dejavnik tumorske nekroze α (ang. tumor necrosis factor α) 
 Wnt                         celične signalne poti Wnt 
 X-Gal                      5-bromo-4-kloro-3-indolil-ß-ᴅ-galaktopiranozid 
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1 UVOD 
1.1 MATIČNE CELICE 
Matične celice (SC) so neusmerjene oz. nediferencirane celice, katerih osnovni značilnosti 
sta samoobnavljanje in diferenciacija v specializirane celične linije. Zaradi svojih lastnosti 
omogočajo regeneracijo tkiv tako v fizioloških kot patoloških procesih (1). 
Razvrščamo jih glede na njihov izvor in sposobnost diferenciacije. Glede na sposobnost 
diferenciacije jih delimo na totipotentne, pluripotentne in multipotentne (Preglednica I) (2). 
Preglednica I: Razvrstitev SC glede na njihovo sposobnost diferenciacije (2, 3). 
Tip SC Opis Primer 
Totipotentne celice se lahko razvijejo v katerikoli 
celični tip, sposobne so tvoriti 
celoten organizem 
celice iz zgodnjih zarodkov 
(1-3 dni) 
Pluripotentne celice se lahko diferencirajo v celice 
vseh treh zarodnih plasti (ektoderm, 
mezoderm, endoderm) 
celice blastociste (5-14 dni) 
Multipotentne celice se diferencirajo samo v 
specifične celične vrste posamezne 
zarodne plasti 
celice iz kostnega mozga, 
skeletne mišice, 
popkovnične krvi 
 
Glede na izvor ločimo SC v dve veliki skupini: embrionalne in postnatalne (1). 
Embrionalne matične celice (EMC) izoliramo iz notranje celične mase blastociste, ki se 
tvori nekaj dni po oploditvi. Iz notranje celične mase se kasneje razvijejo vse tri zarodne 
plasti (ektoderm, mezoderm in endoderm) (2). Ker je delo z EMC etično vprašljivo, se kot 
alternativa uporabljajo inducirane pluripotentne matične celice (iPSC), ki jih pridobivajo s 
spremembo genskega zapisa diferenciranih somatskih celic in vitro, najpogosteje koţnih 
fibroblastov (4). Z vnosom 4 transkripcijskih dejavnikov (Oct3/4, Sox2, c-Myc in Klf4) se 
namreč celice vrnejo v pluripotentno stanje, ki je podobno tistemu, ki ga izkazujejo EMC 
(morfološka podobnost, izraţanje celičnih označevalcev, značilnih za EMC) (5). 
Postnatalne matične celice najdemo pri odraslem človeku v številnih tkivih, v njih pa so 
večinoma prisotne v majhnih količinah (1). 
2 
 
1.2 MEZENHIMSKE MATIČNE/ STROMALNE CELICE 
(MSC) 
Zaradi zavajajočega imena se zgolj poimenovanju mezenhimske matične celice danes vse 
bolj izogibamo, pri čemer raje uporabljamo naziva mezenhimske stromalne ali 
mezenhimske progenitorne celice (6). Mezenhimske matične/ stromalne celice (MSC, ang. 
mesenchymal stem/ stromal cells) izvirajo iz zarodne plasti mezoderma. Iz celic 
mezenhimskega porekla se med embrionalnim razvojem razvijejo vezivna tkiva, med 
drugim kostno, maščobno ter hrustanec in mišice. MSC se po rojstvu nahajajo v posebnih 
anatomskih področjih, tako imenovanih nišah (1). Niša predstavlja celično mikrookolje, ki 
je nujno za ohranjanje samoobnovitvenega potenciala SC (3). Zaradi svojega fenotipa, 
izvora in porazdelitve v tkivih ter bioloških značilnostih, predstavljajo MSC eno od najbolj 
zapletenih področij v biologiji SC (7). 
Definicija imena MSC ni dorečena tudi zaradi pomanjkanja kriterijev za njihovo 
nedvoumno identifikacijo (8). Mednarodna zveza za celično terapijo (ang. International 
Society for Cellular Therapy) je z namenom standardizacije sprejela tri ključne kriterije za 
identifikacijo MSC: 
- sposobnost celic, da se v pogojih in vitro pritrdijo na plastiko; 
- prisotnost pozitivnih in odsotnost negativnih celičnih označevalcev (Preglednica II); 
- sposobnost celic, da se v definiranih pogojih in vitro usmerijo v osteogeno, adipogeno in 
hondrogeno celično linijo (8). 
Preglednica II: Površinsko izraţeni označevalci MSC po priporočilih Mednarodne zveze za 
celično terapijo in specifični označevalci MMSC (1, 8, 9, 10). 
Pozitivni celični označevalci 
MSC 
Negativni celični označevalci 
MSC 
Pozitivni celični 
označevalci MMSC 
CD105 (endoglin) CD45 (pan levkocitna linija) Sca-1 (ang. stem cell 
antigen-1) 
CD73 (5' ektonukleotidaza) CD34 (hematopoetske 
progenitorske celice, 
endotelijske celice) 
Pax 7, Pax 3 (ang. 
»paired box« protein) 
CD90 (Thy-1, timusni celični 
antigen 1) 
CD14 ali CD11b (monociti in 
makrofagi) 
Myf5 (ang. myogenic 
factor 5), MyoD (ang. 
myoblast determination 
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protein) 
 CD79α ali CD19 (B celična 
linija) 
CD56 (nevralna celična 
adhezijska molekula) 
 HLA-DR (na z interferonom γ 
stimuliranih MSC) 
sindekan-3, sindekan-4 
  dezmin 
 
1.2.1 IZOLACIJA MSC 
Populacija celic, ki jih dobimo pri izolaciji MSC iz tkiv, je izjemno heterogena, zato je 
potrebno dosledno upoštevati kriterije za identifikacijo dejanskih MSC. Izolacija MSC 
običajno temelji na zmoţnosti pritrjevanja MSC na plastično podlago gojilnih posod v 
pogojih in vitro. Slabost take izolacije je, da se v heterogeni populaciji izoliranih celic 
nahajajo tudi druge vrste adherentnih celic in da so MSC po pritrditvi morfološko podobne 
fibroblastom, kar onemogoča njihovo razlikovanje od ostalih celic. Kot dodaten kriterij za 
identifikacijo MSC uporabljamo imunofenotipizacijo, ki jo najpogosteje izvedemo s 
pomočjo pretočne citometrije, s katero razvrščamo celice na podlagi izraţanja pozitivnih 
in/ ali negativnih površinskih celičnih označevalcev (Preglednica II). Ostala pomembna 
kriterija dokazovanja istovetnosti MSC v pogojih in vitro sta tudi njihova sposobnost 
tvorbe kolonij (CFU-F, ang. Colony Forming Unit Fibroblast) ter sposobnost osteogene, 
adipogene in hondrogene diferenciacije, kar dokazujemo s pomočjo specifičnih histoloških 
barvanj (9). 
Pri izolaciji MSC iz kostnega tkiva za dokazovanje MSC najpogosteje uporabljamo nabor 
pozitivnih in negativnih celičnih označevalcev. MSC morajo tako na svojih površinah 
izraţati molekule CD105, CD73 in CD90, ne pa tudi CD45, CD34, CD14 oz. CD11b, 
CD79α oz. CD19 in HLA-DR (9). 
Pozitivni površinski označevalci MSC, izoliranih iz skeletnih mišic pa so molekule: Sca-1, 
Pax 7 in 3, Myf5, MyoD, CD56, sindekan-3 in -4 ter dezmin (1, 10). 
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1.3 MSC IN MIŠIČNO-SKELETNE BOLEZNI 
Osteoartroza in osteoporoza sta pogosti degenerativni bolezni mišično-skeletnega sistema. 
Vloga MSC pri razvoju obeh bolezni še ni povsem znana, prizadevajo pa si za odkritje 
njihove diagnostične uporabnosti in vpletenosti v potek bolezni, ki ju zaenkrat odkrivamo 
šele v poznih fazah. 
1.3.1 OSTEOARTROZA IN LASTNOSTI MSC BOLNIKOV S TO BOLEZNIJO 
Osteoartroza je najpogostejša bolezen sklepov in velikokrat predstavlja končni zaplet 
številnih patoloških stanj. Vzroki za bolezen so lahko različni, pogosto pa odvisni od 
starosti, spola, genetike, prehranjevalnih navad in kostne gostote posameznika (11). Je več 
faktorska bolezen, močno povezana z bolnikovo zgodovino obrabe in displazije sklepov ter 
s starostjo (12). Za osteoartrozo so značilne poškodbe hrustanca, ki jih spremljajo 
spremembe v subhondralnem delu kosti in sinovijski ovojnici (13). Zaradi vse večjega 
staranja populacije lahko pričakujemo, da bo prevalenca te bolezni vse večja, pri čemer pa 
še vedno nimamo na razpolago zdravila, s katerim bi jo pozdravili (12). Zato je zdravljenje 
trenutno le simptomatsko, osredotočeno na zmanjševanje bolečin in preprečevanje vnetja. 
V ta namen se uporabljajo nesteroidna protivnetna zdravila, v napredovanih primerih pa 
tudi kirurška zamenjava sklepa (13). Cambpell in sod. so preiskovali MSC izolirane iz 
kosti glav stegnenic bolnikov z osteoartrozo in ugotavljali, da so spremembe njihovih 
lastnosti povezane s patologijo kostnega mozga in prisotnostjo lezij v subhondralni kosti 
(14). Deleţ MSC je bil v področjih lezij večji, v pogojih in vitro pa so izkazovale manjšo 
proliferativno in mineralizacijsko sposobnost ter spremenjeno izraţanje genov za ligand 
receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kappa B RANKL (ang. receptor activator of 
nuclear factor kappa-Β ligand) in kemokinskega receptorja C-X-C tipa 4 CXCR4 (ang. C-
X-C chemokine receptor type 4). MSC bolnikov z osteoartrozo so proizvajale kemokina 
CXCR1 (ang. C-X-C chemokine receptor type 1) in CCR6 (ang. C-C chemokine receptor 
type 6) v večjem obsegu kot MSC zdravih posameznikov in bolnikov z osteoporozo (14). 
Zmanjšana mineralizacijska sposobnost MSC zaradi zmanjšane količine kalcija pri 
osteoartrozi vodi v slabšo mineralizacijo kosti, čeprav je površina kosti večja. Prav tako 
spremembe v strukturi kosti povzroči zmanjšano izraţanje proteina RANKL. Vse 
omenjene spremembe pa verjetno posledično vodijo tudi v večje tveganje za nastanek 
poškodb hrustanca (14). 
5 
 
Murphy in sod. so poleg tega dokazali, da naj bi MSC, izolirane iz kostnega mozga 
bolnikov z napredovano osteoartrozo, v pogojih in vitro, rastle počasneje v primerjavi z 
MSC zdravih ljudi. Spremenjen pa naj bi bil tudi njihov in vitro diferenciacijski potencial, 
saj so opazili njihovo zmanjšano hondrogeno in adipogeno aktivnost, osteogena pa se med 
MSC zdravih oseb in bolnikov z osteoartrozo ni razlikovala. To bi lahko bila tudi razlaga 
za povečano kostno površino in izgubo hrustanca, ki sta značilni za osteoartrozo (15). 
Po drugi strani pa so Scharstuhl in sod. ugotovili, da se hondrogeni diferenciacijski 
potencial MSC bolnikov z osteoartrozo ne zmanjša, saj niso dokazali razlik med MSC 
bolnikov z osteoartrozo in zdravih posameznikov iz kontrolne skupine (12). Različni 
rezultati raziskav so seveda lahko tudi posledica različnih metod dokazovanja sposobnosti 
hondrogeneze. Scharstuhl in sod. so odkrili tudi to, da so se osteoartrozne MSC, ki so jih 
usmerili v hondrogeno diferenciacijo večinoma diferencirale v hipertrofne hondrocite, ki 
med drugim izraţajo tudi alkalno fosfatazo. To je encim, značilen za osteogenezo, ki bi 
lahko bil pokazatelj nagnjenja k mineralizaciji (12).  
1.3.2 OSTEOPOROZA IN LASTNOSTI MSC BOLNIKOV S TO BOLEZNIJO 
Osteoporoza je progresivna bolezen kosti, ki se pojavlja v starosti in se kaţe v obliki 
neravnovesja v homeostazi kostnega tkiva (16, 17). Zanjo so značilni zmanjšana kostna 
gostota in krhke, lomljive kosti (16). Večino osteoporoznih bolnikov odkrijejo šele ob 
prvem zlomu kosti (16). 
Ravnovesje med resorpcijo in tvorbo kosti vzdrţuje razmeroma stabilno kostno maso v 
odrasli dobi (16). S staranjem pa se sestava kostnega mozga spreminja, saj je v njem vedno 
več adipocitov, poveča se aktivnost osteoklastov, ki so odgovorni za resorpcijo kosti ter 
zmanjša funkcija osteoblastov, katerih naloga je izgradnja kostnega tkiva (18). 
Spremenjeno mikrookolje kostnega tkiva lahko privede do krhkega in poroznega kostnega 
matriksa, ki je značilen za to bolezen (16). 
Pomembno vlogo pri osteoporozi igrajo MSC in dejavniki, ki vplivajo na usmerjanje teh 
celic v določeno linijo (16). MSC so namreč skupni prednik osteoblastov in adipocitov, v 
katere celice pa se bodo diferencirale, pa je odvisno predvsem od vnetnih dejavnikov in 
signalnih molekul oz. poti, in sicer: TGF (ang. transforming growth factor), BMP (ang. 
bone morphogenetic protein), Wnt ter IGF-1 (ang. insulin-like growth factor 1) (16, 19). 
Tudi sami adipociti proizvajajo in izločajo endokrine in parakrine dejavnike, kot so: leptin, 
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adiponektin, adipsin, dejavnik tumorske nekroze ter interlevkin 6 (IL-6), ki vsi potencialno 
vplivajo na remodelacijo kostnega tkiva (18). 
Dokazali so tudi, da MSC, izolirane iz kostnega mozga pomenopavznih bolnic z 
osteoporozo, izraţajo več označevalcev adipogeneze kot MSC, pridobljene iz kostnega 
mozga pomenopavznih ţensk z normalno kostno maso (20). Posledično je zato bolj 
verjetno, da se bodo MSC osteoporoznih bolnic usmerile v adipogeno diferenciacijo (21). 
Pri primerjavi transkriptomov MSC bolnikov z osteoporozo in preiskovancev enake 
starosti brez nje, so odkrili značilne spremembe pri prvih, in sicer povečano transkripcijo 
inhibitorjev signalnih poti Wnt in BMP, posledica česar je lahko inhibicija osteogene 
diferenciacije MSC in izguba njihove sposobnosti samoobnavljanja. Omenjene ugotovitve 
torej kaţejo na to, da pri osteoporozi pride poleg sprememb v samem celičnem 
mikrookolju tudi do intrinzičnih sprememb MSC (17). 
 
1.4 ADIPOGENA DIFERENCIACIJA MSC 
Sposobnost MSC, da se v definiranih pogojih in vitro usmerijo v adipogeno diferenciacijo, 
je pomemben del identifikacije MSC. Poleg tega nam uspešnost indukcije adipogeneze 
MSC bolnikov z osteoartrozo in bolnikov z osteoporozo v pogojih in vitro lahko nudi tudi 
boljši vpogled v razumevanje vloge teh matičnih celic pri razvoju obeh bolezni. 
Adipogena diferenciacija je večstopenjski proces, za začetek katerega moramo najprej 
doseči konfluentnost MSC v kulturi in vitro. Ko se to zgodi, dodamo osnovnemu gojišču 
reagente, kot so deksametazon, inzulin, 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX) in indometacin, 
ki pospešijo adipogeno diferenciacijo (22). 
Glukokortikoid deksametazon povzroči kopičenje transkripcijskih dejavnikov PPARγ (ang. 
peroxisome proliferation-activated receptor γ) in C/EBP (ang. CCAAT-enhancer-binding 
proteins), ki so bistveni za adipogeno diferenciacijo in napredovanje adipogeneze. 
Pozitivni učinek deksametazona na diferenciacijo MSC povečamo z dodatkom IBMX, ki 
inhibira aktivnost fosfodiesteraze in dejavnika tumorske nekroze α (TNF-α), poveča 
izraţanje adipogenih označevalcev PPARγ2 in lipoproteinske lipaze (LPL) ter zniţuje 
izraţanje genov za osteogene označevalce. Pomembna lastnost IBMX je, da zviša količino 
cikličnega adenozinmonofosfata (cAMP), od katerega so odvisni procesi, ki so ključnega 
pomena v zgodnjih stopnjah adipogene diferenciacije (22, 23). 
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Inzulin velja za najmočnejšo učinkovino, odgovorno za začetek adipogene diferenciacije. 
Poveča privzem glukoze v celice in posledično poveča oz. pospeši nalaganje trigliceridov v 
citoplazmi celic (22, 24, 25). 
Indometacin je nesteroidna protivnetna učinkovina, ki inhibira delovanje ciklooksigenaze, 
v procesu adipogeneze pa je pomemben predvsem zaradi aktivacije PPARγ. MSC spodbuja 
v smer adipogene diferenciacije in hkrati preprečuje nastanek osteoblastov (22, 24). 
MSC, ki so v kulturi morfološko podobne fibroblastom, med diferenciacijo pridobijo 
sferično obliko. Zadnja stopnja njihove diferenciacije v adipocite in vitro je vidna kot 
kopičenje znotrajceličnih vakuol, bogatih z lipidi, ki se pozitivno obarvajo z barvilom Oil 
Red O (22). 
Zato lahko adipogenezo kvantitativno analiziramo z omenjenim barvanjem in štetjem rdeče 
obarvanih adipocitov pod invertnim svetlobnim mikroskopom, z ekstrakcijo barvila iz 
obarvanih celic z izopropanolom in merjenjem absorbance ali pa z določanjem aktivnosti 
glicerol-3-fosfat dehidrogenaze (GPDH) (22). 
 
1.5 CELIČNO STARANJE 
Replikativno oz. celično staranje opredeljuje stanje celic, ki so sicer ţive oz. viabilne in 
metabolno aktivne, izgubijo pa proliferativno sposobnost (26, 27). 
Hayflick je v zgodnjih 60. letih prejšnjega stoletja odkril, da je v pogojih in vitro število 
celičnih delitev v celični kulturi omejeno (28). Danes vemo, da se med gojenjem celic v 
kulturi postopoma krajšajo telomere (končni deli kromosomov), vse dokler celice ne 
doseţejo tako imenovane Hayflickove limite, ko se prenehajo deliti, s čimer nastopi 
njihovo replikativno staranje (26). 
Staranja ne moremo definirati s specifičnim naborom označevalcev, kljub temu pa celice v 
stanju celičnega staranja izraţajo številne označevalce, ki so nam v pomoč pri njihovi 
identifikaciji (27). Med pogosto uporabljane sodi povišana aktivnost s staranjem povezane 
ß-galaktozidaze (ang. senescence-associated ß-galactosidase), pri čemer pa je poglavitna 
značilnost teh celic njihova nezmoţnost za nadaljevanje celičnega cikla (26). Celice v 
stanju replikativnega staranja imajo tudi spremenjeno morfologijo, kromatinsko strukturo 
in vzorce izraţanja genov (27). 
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1.5.1 CELIČNO STARANJE IN OSTEOARTROZA 
McCulloch in sod. so preučevali celično staranje v povezavi s patologijo osteoartroze. Na 
osnovi ugotovitev se nagibajo k dejstvu, da staranje hondrocitov prispeva k neobičajnemu 
vnetnemu odzivu, ki je značilen za to bolezen. S primerjavo hondrocitov, ki so jih izolirali 
iz zdravega hrustanca in tistih, pridobljenih iz hrustanca osteoartroznih bolnikov, so 
ugotovili, da slednji izraţajo številne označevalce povezane s staranjem. Zato domnevajo, 
da sta zgradba in funkcija hrustanca spremenjeni delno tudi zaradi s starostjo povezanega 
kopičenja starostnih hondrocitov (27). 
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2 NAMEN DELA 
Magistrska naloga je del obseţnejšega projekta, katerega cilj so raziskave lastnosti in vlog 
MSC pri osteoartrozi in osteoporozi, kar je še vedno dokaj neraziskano področje. Do sedaj 
so najbolje raziskane MSC, izolirane iz kostnega mozga in maščobnega tkiva, v 
omenjenem projektu pa preučujemo MSC iz trabekularnega kostnega tkiva (KMSC) in 
skeletnih mišic (MMSC). 
V okviru magistrske naloge nameravamo ovrednotiti sposobnost adipogeneze ter stopnje 
staranja gojenih kostnih in mišičnih MSC preiskovancev z osteoartrozo in osteoporozo, v 
pogojih in vitro. V raziskavo bomo vključili bolnike z osteoartrozo in tiste z osteoporozo 
ter umrle darovalce brez mišično-skeletnih bolezni (kontrolni vzorci), ki jim bomo odvzeli 
delček kostnega in mišičnega tkiva ter iz obeh vrst tkiv izolirali MSC za nadaljnje 
raziskave. 
Za odvzem vzorcev vseh darovalcev je bilo pridobljeno soglasje Komisije za medicinsko 
etiko Republike Slovenije (0120-523/2016-2, 45/10/16 in 0120-523/2016/11). 
 
Preveriti nameravamo naslednje hipoteze: 
1. Sposobnost adipogene diferenciacije kostnih MSC (KMSC) je različna pri bolnikih 
z osteoartrozo in tistih z osteoporozo. 
 
2. Sposobnost adipogene diferenciacije mišičnih MSC (MMSC) je različna pri 
bolnikih z osteoartrozo, v primerjavi s tistimi z osteoporozo. 
 
3. Sposobnosti KMSC in MMSC za adipogeno diferenciacijo se razlikujeta tako pri 
bolnikih z osteoartrozo kot tudi bolnikih z osteoporozo. 
 
4. Z merjenjem absorbance barvila Oil Red O, ekstrahiranega iz pozitivno obarvanih 
adipocitov, lahko kvantificiramo in razlikujemo obseg adipogeneze v kontrolnih 
vzorcih in vzorcih MSC bolnikov. 
 
5. Stopnji celičnega staranja KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo v pogojih in 
vitro sta enaki. 
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6. Obstaja pozitivna povezava med celičnim staranjem in uspešnostjo adipogeneze 
MSC pri bolnikih z osteoartrozo. 
 
7. Obstaja povezava med stopnjo celičnega staranja in sposobnostjo adipogene 
diferenciacije in vitro, znotraj skupin KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo. 
 
Matična inštitucija pri izdelavi magistrske naloge: 
Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani (FFA) 
 
Sodelujoča inštitucija pri izdelavi magistrske naloge: 
Ludwig Boltzmann Institute for Experimental and Clinical Traumatology, Dunaj, Avstrija 
(LBI) 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 REAGENTI IN KEMIKALIJE FFA 
Preglednica III: Seznam uporabljenih reagentov in kemikalij - FFA. 
Okrajšava imena Celotno ime Proizvajalec 
DMEM-LG Dulbeccovo modificirano 
gojišče z nizko koncentracijo 
glukoze (ang. Dulbecco's 
modified Eagle medium – low glucose) 
Biowest 
(Francija) 
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) Gibco (ZDA) 
HS konjski serum (ang. horse serum) Gibco (ZDA) 
pen/strep penicilin/streptomicin Biowest 
(Francija) 
L-glu L-glutamin Biowest 
(Francija) 
Dex deksametazon (ang. dexamethason) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
inzulin človeški rekombinantni inzulin (ang. human 
recombinant insulin) 
Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
indometacin indometacin (ang. indomethacin) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
IBMX 3-izobutil-1-metilksantin (ang. 3-isobutyl-1-
methylxanthine) 
Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
tripsin tripsin (ang. trypsin) Biowest 
(Francija) 
PBS 10x fiziološka raztopina s fosfatnim pufrom (ang. 
phosphate buffered saline), 10x 
pripravljeno v 
laboratoriju 
FFA 
PBS 1x fiziološka raztopina s fosfatnim pufrom (ang. 
phosphate buffered saline), 1x 
pripravljeno v 
laboratoriju 
FFA 
Oil Red O barvilo Oil Red O Sigma-Aldrich 
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(ZDA) 
iPrOH 100 % izopropilni alkohol (ang. isopropyl alcohol) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
dest. H2O destilirana voda (ang. 
distilled water) 
destilacija v 
laboratoriju 
FFA 
bidest. H2O bidestilirana voda (ang. 
double distilled water) 
destilacija v 
laboratoriju 
FFA 
kristal vijolično barvilo kristal vijolično (ang. crystal violet) BDH Stains C.I. 
(Velika Britanija) 
PFA 4 % paraformaldehid, 4-% raztopina (ang. 
paraformaldehyde) 
Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
EtOH 96 % etanol (ang. ethanol), 96 % Sanolabor 
(Slovenija) 
Triton x-100 Triton x-100 Thermo Fisher 
Scientific (ZDA) 
DMSO dimetilsulfoksid (ang. dimethylsulfoxide) Honeywell 
(ZDA) 
NaCl natrijev klorid  Honeywell Fluka 
(ZDA) 
NaOH natrijev hidroksid Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
KCl kalijev klorid Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
Na2HPO4 x 12H2O dinatrijev hidrogenfosfat dodecilhidrat Fluka (Švica) 
KH2PO4 kalijev dihidrogenfosfat Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
tekoči N2 tekoči dušik Messer 
(Slovenija) 
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3.2 REAGENTI IN KEMIKALIJE LBI 
Preglednica IV: Seznam uporabljenih reagentov in kemikalij - LBI. 
Okrajšava imena Celotno ime Proizvajalec 
SA-ß-Gal ang. senescence-associated ß-galactosidase 
staining kit 
Cell Signaling 
Technology 
(ZDA) 
DPBS (s Ca
2+
 in 
Mg
2+
) 
Dulbeccova fiziološka raztopina s fosfatnim 
pufrom s Ca
2+
 in Mg
2+
 (ang. Dulbecco's 
phosphate buffered saline with Ca
2+
 and Mg
2+
) 
Lonza (Švica) 
PBS (brez Ca
2+
 in 
Mg
2+
) 
fiziološka raztopina s fosfatnim pufrom brez 
Ca
2+
 in Mg
2+ 
(ang. phosphate buffered saline 
without Ca
2+
and Mg
2+
) 
Lonza (Švica) 
bidest. H2O bidestilirana voda (ang. double distilled water) Fresenius Kabi 
(Nemčija) 
tripsin/EDTA tripsin/etilendiamintetraocetna kislina (ang. 
trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid) 
Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
DMSO dimetilsulfoksid (ang. dimethylsulfoxide) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
DMF N,N-dimetilformamid (ang. N,N-
dimethylformamide) 
Fluka (Švica) 
glicerol glicerol (ang. glycerol) Merck (ZDA) 
HCl klorovodikova kislina (ang. hydrochloric acid) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
NaOH natrijev hidroksid (ang. sodium hydroxide) Sigma-Aldrich 
(ZDA) 
tekoči N2 tekoči dušik  Taylor-Wharton 
(ZDA) 
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3.3 LABORATORIJSKA OPREMA FFA 
Preglednica V: Seznam uporabljene laboratorijske opreme - FFA. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
inkubator (5 % CO2, 37 °C, 95-% vlaga) Heraeus (Nemčija) 
inkubator s hipoksičnimi pogoji (5 % O2, 5 
% CO2, 37 °C, 95-% vlaga) 
Esco (Singapur) 
celična komora z laminarnim pretokom 
zraka (komora LAF) 
Esco (Singapur) 
invertni svetlobni mikroskop Nikon (Japonska) 
centrifuga Eppendorf (Nemčija) 
spektrofotometer Tecan Sunrise (Švica) 
stresalnik za gojilne plošče Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
analitska tehtnica Sartorius (Nemčija) 
zamrzovalnik -20 °C Kirsch (Nemčija) 
zamrzovalnik -80 °C Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
hladilnik 4 °C Gorenje (Slovenija) 
avtoklav Systec (Nemčija) 
vorteksni mešalnik Vortex (ZDA) 
vodna kopel VWR (ZDA) 
pH meter Mettler Toledo (ZDA) 
avtomatske pipete (1-10 μL, 2-20 μL, 20-
200 μL, 100-1000 μL) 
Eppendorf (Nemčija) 
sterilni nastavki za pipete Sarstedt (Nemčija) 
pipetor Integra (Švica) 
sterilne pipete (5 mL, 10 mL) VWR (ZDA) 
centrifugirke z navojnim pokrovom 15 mL TPP (Velika Britanija) 
centrifugirke z navojnim pokrovom 50 mL TPP (Velika Britanija) 
gojilne posode 25 cm
2
 VWR (ZDA) 
gojilne posode 75 cm
2
 VWR (ZDA) 
gojilne plošče s 24 vdolbinami TPP (Velika Britanija) 
gojilne plošče s 96 vdolbinami TPP (Velika Britanija) 
števna komora Brand GmbH & Co. KG (Nemčija) 
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krovna stekelca Brand GmbH & Co. KG (Nemčija) 
filter sistemi za enkratno uporabo z 
velikostjo por 0,22 μm 
Sartorius (Nemčija) 
injekcijske brizge 5 mL BD (ZDA) 
mikrocentrifugirke 1,5 mL Eppendorf (Nemčija) 
krioviale VWR (ZDA) 
posoda za zamrzovanje celic z 
izopropanolom  
Nalgene (ZDA) 
parafilm Bemis (ZDA) 
filter papir Assistent (Nemčija) 
 
3.4 LABORATORIJSKA OPREMA LBI 
Preglednica VI: Seznam uporabljene laboratorijske opreme - LBI. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
inkubator (5 % CO2, 37 °C, 95-% vlaga) Binder Inc. (Nemčija) 
inkubator brez CO2, 37 °C Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
celična komora z laminarnim pretokom 
zraka (komora LAF) 
Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
invertni svetlobni mikroskop Carl Zeiss AG (Nemčija) 
centrifuga Hettich Lab Technology (Nemčija) 
analitska tehtnica Sartorius (Nemčija) 
zamrzovalnik -20 °C Liebherr (Nemčija) 
hladilnik 4 °C Liebherr (Nemčija) 
vorteksni mešalnik Velp Scientifica (Italija) 
stresalnik za mikrocentrifugirke  Eppendorf (Nemčija) 
vodna kopel Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
pH meter Mettler Toledo (ZDA) 
avtomatske pipete (1-10 μL, 2-20 μL, 20-
200 μL, 100-1000 μL) 
Gilson (ZDA) 
sterilni nastavki za pipete Greiner Bio-One (Avstrija) 
pipetor Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG 
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(Nemčija) 
sterilne pipete (5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 
mL) 
Corning Costar (ZDA) 
centrifugirke z navojnim pokrovom 15 mL Greiner Bio-One (Avstrija) 
centrifugirke z navojnim pokrovom 50 mL Greiner Bio-One (Avstrija) 
gojilne posode 25 cm
2
 Greiner Bio-One (Avstrija) 
gojilne posode 75 cm
2
 Greiner Bio-One (Avstrija) 
gojilne plošče s 6 vdolbinami Corning Costar (ZDA) 
gojilne plošče z 12 vdolbinami Corning Costar (ZDA) 
filter sistemi za enkratno uporabo z 
velikostjo por 0,22 μm 
Corning Costar (ZDA) 
mikrocentrifugirke 1,5 mL Greiner Bio-One (Avstrija) 
števna komora Marienfeld-Superior (Nemčija) 
krovna stekelca Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
krioviale Greiner Bio-One (Avstrija) 
posoda za zamrzovanje celic z 
izopropanolom 
Sigma-Aldrich (ZDA) 
parafilm Bemis (ZDA) 
 
3.5 MEZENHIMSKE MATIČNE/ STROMALNE CELICE 
3.5.1 MSC IZOLIRANE IZ KOSTI (KMSC) IN SKELETNIH MIŠIC (MMSC) 
V sklopu obseţnejše krovne raziskave so bile KMSC izolirane iz trabekularnega kostnega 
tkiva glav stegnenice, MMSC pa iz biopsij skeletne mišice, odvzetih iz področja gluteus 
medius. Darovalci obeh vrst tkiv so bili bolniki z osteoartrozo, bolniki z osteoporozo in 
umrle osebe brez mišično-skeletnih bolezni. Tkiva namenjena izolaciji celic so bolnikom 
odvzeli tekom rutinske artroplastike kolka v Ortopedski bolnišnici Valdoltra in na 
Kliničnem oddelku za travmatologijo UKC Ljubljana ter umrlim darovalcem, tekom 
rutinskih obdukcij na Inštitutu za sodno medicino, Univerze v Ljubljani. 
Podatki o vrsti, številu in povprečni starosti preiskovancev vključenih v raziskavo so 
predstavljeni v poglavju 4 (Rezultati in razprava). 
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3.6 PRIPRAVA GOJIŠČ IN RAZTOPIN 
3.6.1 GOJIŠČE ZA GOJENJE MSC IN VITRO 
Gojišče za gojenje KMSC in MMSC smo pripravljali v komori z laminarnim pretokom 
zraka (komora LAF), in sicer v 50 mL centrifugirkah ter ga shranjevali v hladilniku pri 4 
°C. Pred uporabo smo ga v vodni kopeli segreli pri 37 °C. 
Osnovno gojišče DMEM-LG je Dulbeccovo modificirano gojišče z nizko vsebnostjo 
glukoze. Zanj smo se odločili zato, ker obstajajo dokazi, da visoka koncentracija glukoze 
povzroča prezgodnje staranje celic (29). FBS in HS dodajamo v rastno gojišče zaradi 
rastnih dejavnikov, ki so potrebni za optimalno gojenje celic. L-glutamin je esencialna 
aminokislina, ki predstavlja za celice v kulturi glavni vir energije. V rastno gojišče smo 
dodajali tudi antibiotika penicilin in streptomicin, zaradi zmanjšanja tveganja za morebitne 
bakterijske okuţbe pri delu. 
Pred pripravo rastnega gojišča smo DMEM-LG shranjevali v hladilniku pri 4 °C, FBS, HS, 
raztopini L-glutamina in pen/strep pa v zamrzovalniku, pri -20 °C. 
 
Gojišče za namnoževanje in gojenje KMSC 
Preglednica VII: Sestava rastnega gojišča za KMSC. 
Reagenti Končna koncentracija 
DMEM-LG - 
FBS 10 % 
L-glutamin 100x, 200 mM 1 % 
pen/strep 100x 2 % 
 
Gojišče za namnoževanje in gojenje MMSC 
Preglednica VIII: Sestava rastnega gojišča za MMSC. 
Reagenti Končna koncentracija 
DMEM-LG - 
FBS 20 % 
HS 10 % 
L-glutamin 100x, 200 mM 1 % 
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pen/strep 100x 2 % 
 
3.6.2 GOJIŠČE ZA ZAMRZOVANJE CELIC 
Gojišče za zamrzovanje celic poleg FBS vsebuje tudi 10-% DMSO za krioprezervacijo. 
DMSO je krioprotektant, ki preprečuje nastajanje kristalov ledu, ki bi lahko poškodovali 
celice med procesom zamrzovanja in odmrzovanja.  
Preglednica IX: Sestava gojišča za zamrzovanje celic. 
Reagenti  Končna koncentracija 
FBS 90 % 
DMSO 10 % 
 
3.6.3 GOJIŠČE ZA ADIPOGENO DIFERENCIACIJO KMSC IN MMSC IN VITRO 
Da bi sproţili adipogeno diferenciacijo MSC, smo rastnemu gojišču dodali deksametazon, 
človeški rekombinantni inzulin, indometacin in IBMX. 
Gojišče smo pripravljali v komori LAF. 
 
Gojišče za adipogeno diferenciacijo KMSC 
Preglednica X: Sestava gojišča za adipogeno diferenciacijo KMSC. 
Reagenti Končna koncentracija 
DMEM-LG - 
FBS 10 % 
L-glutamin 1 % 
pen/strep 2 % 
deksametazon 0,5 μM 
človeški rekombinantni inzulin 0,01 mg/mL 
indometacin 0,01 mM 
IBMX 0,05 mM 
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Gojišče za adipogeno diferenciacijo MMSC 
Razlika med gojiščem za adipogeno diferenciacijo KMSC in MMSC je bila samo v 
rastnem gojišču (Preglednica VIII), končne koncentracije reagentov za adipogeno 
diferenciacijo pa so bile enake kot v gojišču za KMSC. 
 
3.6.4 REAGENTI ZA PRIPRAVO GOJIŠČA ZA ADIPOGENO DIFERENCIACIJO 
Vse reagente smo pripravljali v komori LAF, jih alikvotirali na manjše volumne in nato 
alikvote ustrezno shranjevali. Za pripravo sveţega adipogenega gojišča smo alikvote 
uporabili le enkrat, da smo zagotovili stabilnost dodatkov za indukcijo adipogeneze. 
Deksametazon 
Osnovno raztopino deksametazona s koncentracijo 10 mM smo pripravili tako, da smo 25 
mg deksametazona raztopili v 6,3 mL absolutnega etanola. Za pripravo 10 μM delovne 
raztopine deksametazona pa smo 10 mM osnovno raztopino nadalje redčili z bidest. H2O v 
razmerju 1:1.000 in reagent sterilno filtrirali. 
Indometacin 
Za pripravo 10 mM delovne raztopine smo 3,55 mg indometacina raztopili v 1 mL DMSO 
in reagent sterilno filtrirali. 
IBMX 
Za pripravo 50 mM delovne raztopine smo 1,1 mg IBMX raztopili v 100 μL DMSO in 
reagent sterilno filtrirali. 
 
Vse alikvotirane dodatke za adipogeno gojišče smo shranjevali pri -20 °C. 
 
3.6.5 REAGENTI ZA HISTOKEMIJSKO BARVANJE CELIC V KULTURAH IN 
VITRO 
Barvilo Oil Red O za barvanje adipocitov 
Osnovna raztopina Oil Red O 
Za pripravo osnovne raztopine smo zatehtali 0,25 g barvila Oil Red O in ga raztopili v 50 
mL 60-% izopropanola, s pomočjo vodne kopeli (37 °C) in vorteksnega mešala. Raztopino 
smo nato filtrirali preko filter papirja in jo hranili na sobni temperaturi, zaščiteno pred 
svetlobo. 
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Delovna raztopina Oil Red O 
Za pripravo delovne raztopine smo osnovno redčili v razmerju 3:2 z bidest. H2O (6 mL 
osnovne raztopine Oil Red O in 4 mL bidest. H2O) in jo po 10 minutah filtrirali. Delovno 
raztopino barvila smo vsakič pripravili sproti, tik pred uporabo. 
 
Barvilo kristal vijolično za barvanje nediferenciranih celic 
Osnovna raztopina barvila kristal vijolično 
Za pripravo 1-% osnovne raztopine smo zatehtali 0,1 g barvila kristal vijolično v prahu in 
ga raztopili v 10 mL bidest. H2O. 
Delovna raztopina barvila kristal vijolično 
Za pripravo 0,1-% delovne raztopine smo 1 mL osnovne raztopine barvila redčili z 9 mL 
bidest. H2O. Delovno raztopino smo vsakič pripravili sproti, tik pred uporabo. 
 
Komplet SA-ß-Gal za določanje staranja celic (ang. SA-ß-Gal staining kit) 
Preglednica XI: Reagenti v kompletu SA-ß-Gal za določanje celičnega staranja. 
Sestavine kompleta SA-ß-Gal 
fiksacijska raztopina, 10x 
raztopina za barvanje, 10x 
raztopina A, 100x 
raztopina B, 100x 
X-Gal 
Za pripravo raztopin reagentov v kompletu SA-ß-Gal smo sledili navodilom proizvajalca: 
- Fiksacijska raztopina, 1x: fiksacijsko raztopino (10x) smo desetkrat redčili z bidest. H2O, 
da smo dobili delovni reagent (fiksacijska raztopina, 1x). 
- Raztopina za barvanje, 1x: pred uporabo smo raztopino za barvanje (10x) raztopili s 
pomočjo stresalnika pri 37 °C, nato pa jo desetkrat redčili z bidest. H2O, da smo dobili 
delovni reagent (raztopina za barvanje, 1x). 
- X-Gal: za pripravo osnovne raztopine X-Gal s koncentracijo 20 mg/mL smo v digestoriju 
raztopili 20 mg X-Gal v 1 mL DMF. 
- ß-galaktozidazna raztopina za barvanje: priprava je prikazana v Preglednici XII. 
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Preglednica XII: Priprava ß-galaktozidazne raztopine za barvanje. 
Raztopina Osnovna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vdolbino plošče s 6 
vdolbinami 
Volumen za 1 
vdolbino plošče z 
12 vdolbinami 
barvna raztopina 1x 1395 μL 651 μL 
raztopina A 100x 15 μL 7 μL 
raztopina B 100x 15 μL 7 μL 
X-Gal 20 mg/mL 75 μL 35 μL 
skupni volumen  1500 μL 700 μL 
Po pripravi smo pH ß-galaktozidazne raztopine za barvanje uravnali na vrednost 6,00 
(sprejemljiva vrednost pH je od 5,9 do 6,1). Za uravnavanje pH smo uporabili 1 M HCl ali 
1 M NaOH. 
 
3.6.6 DODATNI REAGENTI 
Raztopina 10x PBS 
Za pripravo 10x PBS smo v 800 mL bidest. H2O raztopili sestavine v količinah, ki so 
prikazane v Preglednici XIII. 
Preglednica XIII: Sestavine in njihove količine, potrebne za pripravo raztopine 10x PBS. 
Sestavina Količina 
NaCl 80 g 
KCl 2 g 
Na2HPO4 x 12H2O 36,8 g 
KH2PO4 2,4 g 
pH raztopine smo uravnali na vrednost 7,4 z 1 M NaOH, nato pa z bidest. H2O volumen 
dopolnili do 1.000 mL ter reagent avtoklavirali. 
Raztopina 1x PBS 
Avtoklavirano raztopino 10x PBS smo v komori LAF desetkrat redčili z bidest. H2O in 
nato 1x PBS ponovno avtoklavirali. 
Izopropanol, 60-% 
Pripravili smo ga tako, da smo 100-% izopropanol razredčili z bidest. H2O do 60-%. 
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0,1-% raztopina Triton x-100 
Za 1 mL končne raztopine Triton x-100 smo 1 μL osnovne raztopine Triton x-100 
razredčili z 999 μL 100-% izopropanola. 
Raztopina 70-% glicerola 
Anhidridni obliki glicerola smo dodali bidest. H2O tako, da smo dobili 70-% glicerol. 
 
3.7 POSTOPKI GOJENJA KMSC IN MMSC 
Postopki oz. metode ter pogoji dela s celicami so bili enaki na FFA in LBI. To smo 
zagotovili z doslednim izvajanjem enakega protokola v laboratorijih na obeh lokacijah ter s 
transportom vseh potrebnih reagentov za pripravo gojišč s FFA na LBI. 
Transport celic smo izvedli v primerno izolirani transportni ovojnini, napolnjeni s suhim 
ledom. 
 
3.7.1 ODMRZOVANJE CELIC 
Celice smo hranili v kriovialah v tekočem N2 do uporabe v celičnem laboratoriju. Pri 
odmrzovanju smo krioviale postavili v vodno kopel (37 °C), dokler v njih ni bilo vidnega 
samo še čisto malo ledu. Nato smo v komori LAF posamezno odmrznjeno celično 
suspenzijo iz krioviale prenesli v 15 mL oz. 50 mL centrifugirko in ji počasi, z 10 mL 
pipeto dodajali rastno gojišče, ki smo ga predhodno v vodni kopeli ogreli pri 37 °C. 
Centrifugirke smo zaprli z navojnimi pokrovi in celične suspenzije centrifugirali 5 minut 
pri 500 x g na sobni temperaturi. Nato smo v komori LAF odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v končnem volumnu rastnega gojišča, ki smo ga potrebovali za določeno 
gojilno posodo (Preglednica XIV). Pri tem smo celice v gojilne posode in plošče naselili v 
gostoti 5.000/cm
2
, v nekaterih primerih, ko smo imeli na razpolago manj celic, pa smo jih 
naselili v manjših gostotah, vendar nikoli ne manj kot 2.000/cm2. Gojilne posode smo nato 
prenesli v inkubator s 5 % CO2 v zraku, 37 °C in 95-% vlage. 
Za gojenje in kasnejše subkultivacije celic, smo uporabljali gojilne posode T25 (25 cm2 
rastne površine) in T75 (75 cm2 rastne površine). Izjemoma pa smo neposredno po 
odmrzovanju celice naselili tudi v gojilne plošče s 6 in 12 vdolbinami, in sicer za kasnejše 
analize celičnega staranja. 
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3.7.2 MENJAVA GOJIŠČA 
Celicam, ki smo jih namnoţili v gojilnih posodah T25 in T75, smo rastno gojišče menjali 
na 4 – 5 dni. V gojilnih ploščah s 6 in 12 vdolbinami pa smo menjavo gojišča opravili 
vsake 3 – 4 dni. Rast celic smo vsak dan sproti opazovali pod invertnim svetlobnim 
mikroskopom. 
Preglednica XIV: Uporabljeni volumni rastnega gojišča v gojilnih posodah in ploščah. 
Gojilna posoda/plošča Volumen gojišča 
T25 5 mL 
T75 12 mL 
6 vdolbin 3 mL 
12 vdolbin 1,2 mL 
 
3.7.3 SUBKULTIVACIJA CELIC 
Tako KMSC kot MMSC rastejo v enojnem sloju, pritrjene na plastično površino. Celice 
smo v inkubatorju gojili do 70 oz. 80-% konfluence (preraščenost rastne površine) in jih 
nato naselili v nove gojilne posode. To smo storili tako, da smo najprej odstranili rastno 
gojišče, nato celice dvakrat sprali z 1x PBS (5 mL za T25 in 7 mL za T75) in jim po 
spiranju dodali tripsin (na FFA končna koncentracija 0,25 %, na LBI končna koncentracija 
0,125 %). Da smo zagotovili optimalno tripsinizacijo (delovanje tripsina), smo celice v 
inkubatorju inkubirali 5 minut. V tem času so se zaradi delovanja encima odlepile od 
podlage in prekinile medsebojne stike, kar smo preverili pod invertnim svetlobnim 
mikroskopom. Nato smo gojilno posodo prenesli v komoro LAF in vanjo dodali 5 mL 
rastnega gojišča, ki je zaradi prisotnosti FBS povzročilo inaktivacijo tripsina. Celično 
suspenzijo smo prenesli v 15 mL oz. 50 mL centrifugirko, nato pa gojilno posodo sprali s 5 
mL rastnega gojišča in ga prenesli v centrifugirko. Centrifugirko smo zaprli z navojnim 
pokrovom in jo centrifugirali 5 minut na 500 x g, pri sobni temperaturi. Nato smo v 
aseptičnih pogojih odstranili supernatant in celice resuspendirali v 1 mL sveţega rastnega 
gojišča, jih prešteli s pomočjo števne komore in jih, odvisno od njihove koncentracije, 
naselili v nove gojilne posode T25/T75 v gostoti 2.000 – 5.000/cm2. Ob tem smo pri vsaki 
taki pasaţi del celic naselili tudi v gojilne plošče s 24 vdolbinami za poskus adipogene 
diferenciacije. 
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3.7.4 DOLOČANJE ŠTEVILA CELIC S POMOČJO ŠTEVNE KOMORE 
Celice smo po tripsinizaciji in spiranju oz. centrifugiranju resuspendirali v 1 mL sveţega 
rastnega gojišča, odvzeli 10 μL vzorca celične suspenzije in celice prešteli pod svetlobnim 
mikroskopom, s pomočjo Neubauerjeve števne komore. Celice smo vedno šteli v 4 
zunanjih in sredinskem kvadrantu komore. Pri štetju celic na robovih smo upoštevali le 
tiste, ki so bile na levem in zgornjem robu. Končno koncentracijo celic v posamezni 
suspenziji smo nato izračunali s pomočjo naslednjih enačb:  
Enačba 1 za izračun povprečnega števila preštetih celic: 
 
                                                                                                                           
 
 
  
Enačba 2 za izračun celične koncentracije: 
  
                        
   
 
 
3.7.5 ZAMRZOVANJE CELIC 
Ko celic nismo več potrebovali za nadaljnje namnoţevanje in vitro, smo jih zamrznili v 
alikvotih (v kriovialah) v zamrzovalniku pri -80 °C, nato pa jih, po 24 urah prestavili v 
tekoči N2. Postopek od tripsinizacije do štetja celic je bil popolnoma enak kot tisti, ki smo 
ga opisali v podpoglavju 3.7.3 (Subkultivacija celic). Nato smo po štetju celično suspenzijo 
v centrifugirki ponovno centrifugirali 5 minut na 500 x g, pri sobni temperaturi in v komori 
LAF odstranili supernatant, celično usedlino pa resuspendirali v 1 mL predhodno sproti 
pripravljenega gojišča za zamrzovanje, kar je zadoščalo za 1 kriovialo. Krioviale s celicami 
smo nato postavili v posodo za zamrzovanje, ki smo jo pred tem ustrezno napolnili z 
izopropanolom, da je zamrzovanje potekalo počasi. Omenjeno posodo smo 24 ur pustili v 
zamrzovalniku pri -80 °C, nato pa krioviale prestavili v tekoči N2. 
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3.8 ADIPOGENA DIFERENCIACIJA 
Pri vsaki pasaţi celic smo jih del prenesli na gojilne plošče s 24 vdolbinami za poskuse 
adipogene diferenciacije. Vsak celični vzorec smo naselili v dve vdolbini (po 50.000 
celic/vdolbino), od katerih je ena predstavljala kontrolno, druga pa tretirano kulturo. Nato 
smo celice gojili do > 90-% konfluence, ki je potrebna za sproţitev adipogene 
diferenciacije, kar je običajno trajalo 1 – 3 dni. Ko so celice dosegle potrebno konfluenco, 
smo kontrolni kulturi ponovno zamenjali rastno gojišče z enakim gojiščem, tretirani kulturi 
pa smo rastno gojišče nadomestili z gojiščem za adipogeno diferenciacijo. Rastno gojišče 
in adipogeno gojišče (uporabljen volumen/vdolbino: 0,5 mL) smo nato menjali dvakrat na 
teden do konca poskusa, ki je trajal 21 dni. Celice smo vsak dan spremljali pod invertnim 
svetlobnim mikroskopom, pri čemer smo pribliţno na 7. dan od vzpostavitve, v tretirani 
kulturi ţe opazili tvorbo adipocitov. 
  
3.8.1 HISTOKEMIJSKO BARVANJE ADIPOCITOV IN NEDIFERENCIRANIH 
CELIC 
3.8.1.1 BARVANJE Z BARVILOM OIL RED O 
Barvilo Oil Red O se močno veţe na lipide, kar nam omogoča, da lahko adipocite 
razlikujemo od ostalih nediferenciranih celic v kulturi (30). 
Po 21 dneh adipogene diferenciacije, smo poskus zaključili in v celičnih kulturah z 
omenjenim barvilom obarvali nastale adipocite. Najprej smo v komori LAF iz vdolbin 
odstranili gojišče in celice spirali z 1x PBS. Nato smo jih 10 minut fiksirali s 4-% PFA pri 
sobni temperaturi in barvanje izvedli izven aseptične komore. Najprej smo odstranili 
fiksativ in vdolbine s celicami spirali 1 minuto s 60-% izopropanolom, ki smo ga nato 
odstranili in za 30 minut dodali delovno raztopino barvila Oil Red O, ki smo jo pripravili 
sproti, tik pred barvanjem. Po barvanju smo odstranili barvilo in ponovno za 1 minuto 
dodali 60-% izopropanol. Nato smo vdolbine s celicami trikrat sprali z bidest. H2O, jo 
popolnoma odstranili in pod invertnim svetlobnim mikroskopom preverili, ali so se 
adipociti obarvali rdeče. 
 
3.8.1.2 BARVANJE Z BARVILOM KRISTAL VIJOLIČNO 
Po barvanju z Oil Red O, smo celične kulture pobarvali še z barvilom kristal vijolično, ki 
se veţe na celične proteine in DNA ter tako obarva tudi preostale nediferencirane celice 
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(31). V ta namen smo ga uporabljali zaradi boljšega kontrasta med mikroskopiranjem in 
zajemanjem slik. Barvilo kristal vijolično smo vedno pripravili tik pred barvanjem in 
njegovo delovno raztopino dodali v vdolbine, kjer so bile celice predhodno ţe pobarvane z 
barvilom Oil Red O. Kristal vijolično smo pustili delovati 1 minuto, nato pa celice trikrat 
spirali z bidest. H2O, ki smo jo v celoti odstranili in plošče pustili, da se posušijo. Nato 
smo pod invertnim svetlobnim mikroskopom pri 10x povečavi z digitalno kamero posneli 
20 slik vsake od celičnih kultur. 
 
3.8.2 KVANTIFIKACIJA ADIPOGENEZE 
3.8.2.1 UPORABA RAČUNALNIŠKEGA PROGRAMA ImageJ 
Pri obeh barvanjih smo na posnetih mikrografijah prešteli adipocite s pomočjo programa 
ImageJ, nato pa za vsak vzorec posebej izračunali odstotek adipocitov glede na v kulturo 
naseljeno začetno število celic (32). 
 
3.8.2.2 MERJENJE ABSORBANCE EKSTRAHIRANEGA BARVILA OIL RED O 
Pri nekaterih vzorcih smo adipogenezo poskušali kvantificirati tudi z merjenjem 
absorbance ekstrahiranega barvila Oil Red O. To kvantitativno metodo so ţe poskušali 
vpeljati, vendar se protokoli med seboj še vedno preveč razlikujejo, zato niso 
standardizirani (30). 
Uporabili smo kontrolne in tretirane celične kulture, ki smo jih obarvali le z barvilom Oil 
Red O, brez nadaljnje uporabe barvila kristal vijolično. Potem, ko smo pod invertnim 
svetlobnim mikroskopom zajeli vse potrebne slike, smo barvilo Oil Red O, po dodatku 0,1-
% raztopine Triton x-100, ekstrahirali v 100-% izopropanolu. Triton x-100 je povzročil 
lizo celic, ki smo jo še pospešili s stresanjem gojilnih plošč, 20 minut na 50 obratih/minuto. 
Ekstrahirano barvilo smo najprej prenesli v ustrezne 1,5 mL mikrocentrifugirke, iz katerih 
smo odvzeli 50 μL alikvote, ki smo jih prenesli na ploščo s 96 vdolbinami in nato s 
spektrofotometrom merili absorbanco. Na ploščo smo poleg vzorcev nanesli tudi standard, 
ki smo ga pripravili vnaprej. Za prvi poskus optimizacije, smo za standard 1 vzeli osnovno 
raztopino barvila Oil Red O, za standard 2 pa smo 100 μL osnovne raztopine Oil Red O 
redčili z 900 μL 60-% izopropanola, nato pa ju serijsko redčili z enakim topilom. Kasneje 
pa smo standard 1 pripravili tako, da smo 100 μL delovne raztopine barvila Oil Red O 
dodali 900 μL 60-% izopropanola in nato z enakim topilom izvedli ustrezno število 
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serijskih redčitev. Kot slepi vzorec smo uporabili 0,1-% raztopino Triton x-100 v 100-% 
izopropanolu. Vse vzorce, standarde in slepe kontrole smo merili v dvojnikih, pri valovni 
dolţini 450 nm. Po meritvah absorbanc, smo vsem izmerjenim vrednostim vzorcev in 
standardov odšteli vrednost slepe kontrole, izdelali umeritveno krivuljo ter določili 
koncentracije vzorcev. 
 
3.9 DOLOČANJE OBSEGA CELIČNEGA STARANJA 
V primerih, ko smo imeli na voljo dovolj zamrznjenih celic, smo jih po odmrznitvi najprej 
namnoţili v gojilnih posodah T25 ali T75, ob prvi pasaţi pa jih del naselili v 4 vdolbine 
gojilnih plošč z 12 vdolbinami. Kadar celic ni bilo dovolj, smo jih takoj po odmrznitvi 
neposredno naselili v gojilne plošče z 12 ali s 6 vdolbinami. Pri tem smo skušali za 
naselitev vedno uporabiti 5.000 celic/cm
2
. Ker pri nekaterih vzorcih zaradi manjšega 
števila celic to ni bilo mogoče, smo jih naselili v manjši gostoti oz. v manj vdolbin. Za 
gojenje celic smo uporabili rastni gojišči za KMSC oz. MMSC. Celice smo nato gojili v 
inkubatorju s 5 % CO2 in 95-% vlago v zraku, pri 37 °C, vse dokler niso dosegle 50 – 60-
% konfluenco. 
 
3.9.1 HISTOKEMIJSKO BARVANJE CELIC ZA DOLOČANJE STOPNJE 
CELIČNEGA STARANJA 
3.9.1.1 TEST SA-ß-GAL 
S celičnim staranjem povezana ß-galaktozidazna aktivnost (ang. senescence-associated ß-
galactosidase activity) je pogosto uporabljan biološki označevalec za določanje 
replikativnega staranja sesalskih celic. Celice imajo sicer normalno lizosomsko ß-
galaktozidazno aktivnost, ki deluje optimalno pri pH = 4,0, medtem ko tiste, ki so v stanju 
replikativnega staranja, izraţajo s staranjem povezano ß-galaktozidazno aktivnost, ki 
poteka optimalno pri pH = 6,0. Encimsko aktivnost celic v stanju celičnega staranja 
merimo s pomočjo kromogenega substrata 5-bromo-4-kloro-3-indolil-ß-ᴅ-
galaktopiranozida (X-Gal), pri pH = 6,0, kar je optimalen pogoj za to, da se celice, ki niso 
v stanju replikativnega staranja ne obarvajo modro (33). 
Vse reagente potrebne za histokemijsko barvanje celic v stanju celičnega staranja, smo 
pripravili neposredno pred postopkom, pri čemer smo vrednost pH končne raztopine za 
barvanje uravnali na vrednost 6,0. Spremembe v vrednosti pH bi lahko vplivale na 
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barvanje, saj nizek pH povzroči laţno pozitivne, visok pH pa laţno negativne rezultate. 
Iz vdolbin s celičnimi kulturami smo odstranili rastno gojišče in celice najprej dvakrat 
spirali z DPBS s Ca
2+
 in Mg
2+
 ter jim nato dodali delovno raztopino fiksativa 1x (1,5 mL 
za vdolbino na plošči s 6 vdolbinami oz. 700 μL za vdolbino na plošči z 12 vdolbinami). 
Fiksativ smo pustili delovati 10 – 15 minut pri sobni temperaturi, nato pa vdolbine sprali z 
1x PBS. Po spiranju smo kulturam dodali ß-galaktozidazno raztopino za barvanje (1,5 mL 
za vdolbino na plošči s 6 vdolbinami oz. 700 μL za vdolbino na plošči z 12 vdolbinami). S 
pokrovi pokrite plošče smo nato ovili s parafilmom, s čimer smo preprečili izhlapevanje, ki 
bi lahko povzročilo tvorbo neţelenih kristalov ter jih 13 – 14 ur inkubirali pri 37 °C, in 
sicer v inkubatorju brez CO2. Prisotnost CO2 bi namreč lahko povzročila spremembe 
vrednosti pH, ki bi lahko vplivale na rezultate specifičnega barvanja. 
Po inkubaciji smo najprej pod invertnim svetlobnim mikroskopom preverili ali je prišlo do 
modrega obarvanja nekaterih celic, nato iz vdolbin odstranili barvilo in ga nadomestili z 
raztopino 1x PBS (3 mL za vdolbino na plošči s 6 vdolbinami oz. 1,2 mL za vdolbino na 
plošči z 12 vdolbinami). Nato smo pri 10x povečavi posneli vsaj 6 mikrofotografij vsake 
od vdolbin ter dodatno še 2 – 3 reprezentativni sliki pri 20x povečavi. Po slikanju smo iz 
vdolbin odstranili PBS in vanje dodali 70-% glicerol, ki smo ga pripravili vnaprej (3 mL za 
vdolbino na plošči s 6 vdolbinami oz. 1,2 mL za vdolbino na plošči z 12 vdolbinami). S 
pokrovi pokrite plošče smo ovili s parafilmom in jih hranili pri 4 °C. 
 
3.9.2 KVANTIFIKACIJA SA-ß-GAL-POZITIVNIH CELIC 
3.9.2.1 UPORABA RAČUNALNIŠKEGA PROGRAMA ImageJ 
Po barvanju celičnih kultur z X-Gal in zajemu mikrografij, smo na posnetkih s pomočjo 
računalniškega programa ImageJ najprej prešteli modro obarvane SA-ß-Gal-pozitivne 
celice, nato pa še tiste, ki se niso obarvale. Kriterij za celice, pozitivne na staranje, je bilo 
ţe rahlo modro obarvanje. Po štetju smo izračunali tudi odstotek SA-ß-Gal-pozitivnih celic 
glede na vse preštete celice v vsaki posamezni vdolbini, nato pa še povprečja duplikatov. 
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3.10 STATISTIČNA ANALIZA IN PRIKAZ REZULTATOV 
Za grafični prikaz sposobnosti adipogene diferenciacije KMSC in MMSC osteoartroznih 
bolnikov, osteoporoznih bolnikov in umrlih darovalcev smo uporabili računalniški 
program Excel, kjer smo s pomočjo stolpičnih grafov prikazali in primerjali povprečne 
vrednosti odstotkov adipocitov obarvanih z barvilom Oil Red O glede na začetno število v 
kulturo naseljenih celic. 
Končne rezultate kvantifikacije obsega adipogeneze s spektrofotometričnim merjenjem 
ekstrahiranega barvila Oil Red O smo pridobili s pomočjo računalniškega programa Excel, 
kjer smo spektrofotometrično izmerjene rezultate standardov prikazali v umeritveni 
krivulji ter nato s pomočjo enačbe umeritvene krivulje izračunali rezultate obsega 
adipogeneze v kontrolnih vzorcih in vzorcih MSC bolnikov. Omenjene rezultate smo v 
računalniškem programu Excel grafično prikazali in primerjali s pomočjo stolpičnih 
grafov. 
Za grafični prikaz stopnje celičnega staranja smo prav tako uporabili računalniški program 
Excel, kjer smo s pomočjo stolpičnih grafov prikazali in primerjali povprečne vrednosti 
odstotkov SA-ß-Gal-pozitivnih KMSC in MMSC osteoartroznih bolnikov glede na število 
vseh preštetih celic v kulturi. 
Za statistično analizo povezave med stopnjo celičnega staranja in sposobnostjo 
adipogeneze MSC osteoartroznih bolnikov pa smo uporabili program SPSS. Za preverjanje 
normalne porazdelitve vzorcev smo se posluţili testov Kolmogorov-Smirnov in Shapiro-
Wilk. Za preverjanje hipoteze, ali obstaja pozitivna povezava med stopnjo celičnega 
staranja in obsegom adipogeneze pa smo uporabili Spearmanovo korelacijsko analizo. 
Rezultate analiz smo s pomočjo programa SPSS prikazali tabelarično. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
V raziskavo smo vključili KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo, bolnikov z 
osteoporozo in umrlih darovalcev brez mišično-skeletnih bolezni, ki so nam sluţili kot 
kontrolna skupina (Preglednica XV). 
Popvrečna starost bolnikov z osteoartrozo in bolnikov z osteoporozo je bila višja v 
primerjavi s povprečno starostjo umrlih preiskovancev brez mišično-skeletnih bolezni. 
Vzrok za to je v naravi bolezni osteoartroze in osteoporoze, ki se pojavljata v starosti, 
medtem ko so bili umrli darovalci mlajši zaradi različnih vzrokov nenadne smrti v 
zgodnejših letih. 
Za ugotavljanje obsega adipogene diferenciacije smo uporabili KMSC in MMSC 
darovalcev iz vseh treh skupin, pri čemer so iz različnih pasaţ celičnih kultur. 
Za ugotavljanje obsega celičnega staranja pa smo prav tako uporabili KMSC in MMSC, 
vendar le tiste, ki smo jih izolirali iz tkiv bolnikov z osteoartrozo, pri čemer so izvirale iz 
različnih pasaţ celičnih kultur. 
Preglednica XV: Vrsta, število in povprečna starost preiskovancev vključenih v raziskavo. 
Preiskovanci Število preiskovancev 
vključenih v raziskavo 
Povprečna starost 
preiskovancev vključenih 
v raziskavo 
Bolniki z osteoartrozo 10 74,1 let 
Bolniki z osteoporozo 2 78,5 let 
Umrli preiskovanci brez 
mišično-skeletnih bolezni 
3 41,7 let 
 
Na osnovi dobljenih rezultatov smo nato preverjali veljavnost vseh sedmih hipotez (H1 do 
H7), kot sledi v nadaljevanju. 
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4.1 H1: Sposobnost adipogene diferenciacije kostnih MSC 
(KMSC) je različna pri bolnikih z osteoartrozo in tistih z 
osteoporozo. 
Adipocite nastale po adipogeni diferenciaciji KMSC smo po barvanju z barvilom Oil Red 
O na mikrografijah prešteli s pomočjo programa ImageJ. 
Za vsak vzorec smo izračunali odstotke z Oil Red O obarvanih adipocitov glede na začetno 
število v kulturo naseljenih celic, nato pa za vsako skupino vzorcev še njihove povprečne 
vrednosti in standardne odklone (SD). Med seboj smo primerjali bolnike z osteoartrozo, 
bolnike z osteoporozo in umrle darovalce brez mišično-skeletnih bolezni (Graf I). 
V poskus adipogene diferenciacije KMSC smo vključili 3 osteoartrozne vzorce, 1 
osteoporozni vzorec in 2 vzorca umrlih preiskovancev brez mišično-skeletnih bolezni, ki 
smo jih odvzeli iz različnih pasaţ celičnih kultur, pri vseh pa je diferenciacija pod enakimi 
pogoji potekala 21 dni. Vse vzorce smo na enak način histološko obarvali in prešteli 
nastale adipocite (Slika 1). 
Vzporedno z vzorci KMSC, ki smo jih gojili v adipogenem gojišču, smo v eksperiment 
vključili tudi replikate kontrolnih vzorcev KMSC istih darovalcev, kjer pa smo celice gojili 
21 dni v rastnem gojišču. Sluţili so nam za potrditev odsotnosti adipocitov v gojišču brez 
dodatkov za adipogeno diferenciacijo.   
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Slika 1: Z barvilom Oil Red O obarvani adipociti, ki so nastali po adipogeni diferenciaciji KMSC: 
a – osteoartroza (10x povečava), b – osteoporoza (10x povečava) in c – kontrola brez mišično-
skeletnih bolezni (4x povečava); ter d – kontrolni vzorec adipozno nediferenciranih KMSC, kot 
dokaz, da je za adipogenezo potrebna indukcija z adipogenim gojiščem (10x povečava).  
 
Graf I: Primerjava povprečnih vrednosti odstotkov (+ SD) adipocitov obarvanih z Oil Red O, 
določenih v replikatih vzorcev, glede na začetno število v kulturo naseljenih KMSC bolnikov z 
osteoartrozo, osteoporozo ter umrlih darovalcev brez mišično-skeletnih bolezni (kontrola). 
 
Na grafu vidimo, da je adipogeneza najbolje potekla v vzorcu KMSC bolnika z 
osteoporozo, najslabše pa v vzorcih KMSC osteoartroznih bolnikov. Obseg adipogeneze v 
kontrolnih vzorcih KMSC umrlih darovalcev pa je bil nekje vmes. 
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Naši rezultati se ujemajo z izsledki predhodnih raziskav, v okviru katerih so ugotovili, da 
je pri osteoporozi adipogeneza povečana na račun osteogeneze MSC v kostnem mozgu 
(16, 18). Ker je določanje obsega osteogeneze presegalo okvire magistrske naloge, lahko 
do določene mere primerjamo le rezultate adipogeneze. Omenjene objavljene ugotovitve 
veljajo sicer za MSC izolirane iz kostnega mozga, naši vzorci KMSC pa so bili pridobljeni 
iz trabekularne kosti. Ne glede na drug izvor MSC pa je ujemanje naših rezultatov z 
objavljenimi relevantno, saj so Sagakuchi in sod. leta 2004 dokazali, da so MSC izolirane 
iz trabekularne kosti tako rekoč funkcionalno enake tistim, pridobljenim iz kostnega mozga 
(34). 
Tudi naši rezultati glede obsega adipogeneze KMSC osteoartroznih bolnikov se ujemajo s 
tistimi, ki so jih leta 2002 objavili Murphy in sod. (15). Dokazali so namreč zmanjšana 
obsega adipogeneze in hondrogeneze MSC iz kostnega mozga osteoartroznih bolnikov v 
primerjavi z zdravimi preiskovanci, in vitro. 
Delovna hipoteza o različni sposobnosti adipogene diferenciacije KMSC bolnikov z 
osteoartrozo in tistih z osteoporozo se je izkazala za pravilno, za dokončno potrditev in 
statistično značilne dokaze, pa bi morali v eksperiment vključiti večje število vzorcev 
KMSC, predvsem osteoporoznih bolnikov. 
  
4.2 H2: Sposobnost adipogene diferenciacije mišičnih MSC 
(MMSC) je različna pri bolnikih z osteoartrozo, v primerjavi s 
tistimi z osteoporozo. 
Adipocite, nastale po adipogeni diferenciaciji MMSC smo po barvanju z barvilom Oil Red 
O na mikrografijah celičnih kultur prešteli s pomočjo računalniškega programa ImageJ. 
Za vsak vzorec smo izračunali odstotke z Oil Red O obarvanih adipocitov glede na začetno 
število v kulturo naseljenih celic, nato pa za vsako skupino vzorcev še njihove povprečne 
vrednosti in standardne odklone (SD). Med seboj smo primerjali bolnike z osteoartrozo, 
bolnike z osteoporozo in umrle darovalce brez mišično-skeletnih bolezni (Graf II). 
V poskus smo vključili 6 osteoartroznih vzorcev, 1 osteoporozni vzorec in 2 kontrolna 
vzorca brez mišično-skeletnih bolezni, ki smo jih odvzeli iz različnih pasaţ celičnih kultur, 
pri vseh pa je diferenciacija pod enakimi pogoji potekala 21 dni. Vse vzorce smo na enak 
način histološko obarvali in prešteli nastale adipocite (Slika 2). 
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Vzporedno z vzorci MMSC, ki smo jih gojili v adipogenem gojišču, smo v eksperiment 
vključili tudi replikate kontrolnih vzorcev MMSC istih darovalcev, kjer pa smo celice 
gojili 21 dni v rastnem gojišču. Sluţili so nam za potrditev odsotnosti adipocitov v gojišču 
brez dodatkov za adipogeno diferenciacijo.  
 
Slika 2: Z barvilom Oil Red O obarvani adipociti, ki so nastali po adipogeni diferenciaciji MMSC: 
a – osteoartroza (10x povečava), b – osteoporoza (10x povečava) in c – kontrola brez mišično-
skeletnih bolezni (10x povečava); ter d – kontrolni vzorec adipozno nediferenciranih MMSC, kot 
dokaz, da je za adipogenezo potrebna indukcija z adipogenim gojiščem (10x povečava). 
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Graf II: Primerjava povprečnih vrednosti odstotkov (+ SD) adipocitov obarvanih z Oil Red O, 
določenih v replikatih vzorcev, glede na začetno število v kulturo naseljenih MMSC bolnikov z 
osteoartrozo, osteoporozo ter umrlih darovalcev brez mišično-skeletnih bolezni (kontrola). 
 
Na grafu vidimo, da je tudi v vzorcih MMSC adipogeneza v največjem obsegu potekla v 
primeru osteoporoznega bolnika. Dokaj visok odstotek adipocitov, v primerjavi z 
osteoporoznim vzorcem, je nastal tudi v osteoartroznih vzorcih. V kontrolnih vzorcih 
MMSC umrlih darovalcev brez osteoartroze in osteoporoze pa adipogena diferenciacija 
sploh ni potekla (Slika 2c). 
Glede na rezultate, ki kaţejo, da je bil tudi v primeru MMSC obseg adipogeneze največji 
pri osteoporoznih bolnikih, menimo, da bi bilo v nadaljnjih preiskavah koristno analizirati 
transkriptoma MMSC tovrstnih bolnikov ter oseb primerljive starosti brez osteoporoze. 
Tako bi lahko ugotavljali, ali tudi v MMSC osteoporoznih bolnikov pride do spremembe v 
transkriptomu, kot so to ţe dokazali za MSC izolirane iz kostnega mozga (17). 
Vzrok za neuspelo adipogeno diferenciacijo MMSC, izoliranih iz mišičnega tkiva umrlih 
darovalcev brez osteoartroze in osteoporoze, bi lahko bil v njihovi starosti, saj so bili to 
mlajši preiskovanci, katerih MMSC morda nimajo tako velikega adipogenega potenciala 
kot pri starejših. Povprečna starost umrlih darovalcev vključenih v eksperiment adipogene 
diferenciacije je bila namreč 41,7 let, povprečna starost preiskovancev z osteoartrozo pa 
70,4 let.  
Pri povprečnih vrednostih odstotkov nastalih adipocitov iz MMSC osteoartroznih 
preiskovancev je bil standardni odklon zelo velik, kar pa je v primeru poskusov z MSC 
dokaj pogost pojav, ker so tako interindividualne kot intraindividualne razlike med 
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posamezniki velike. Obstaja pa tudi veliko različnih podskupin osteoartroze (primarna, 
osteoartroza kot posledica anatomskih nepravilnosti sklepa, itd.), pri čemer se morda lahko 
med seboj razlikujejo tudi funkcijske lastnosti MSC bolnikov z določeno podvrsto bolezni. 
Delovna hipoteza o različni sposobnosti adipogene diferenciacije MMSC bolnikov z 
osteoartrozo in tistih z osteoporozo se je izkazala za pravilno, za dokončno potrditev in 
statistično značilne dokaze pa bi morali v eksperiment vključiti večje število vzorcev 
MMSC, predvsem osteoporoznih bolnikov. 
 
4.3 H3: Sposobnosti KMSC in MMSC za adipogeno 
diferenciacijo se razlikujeta tako pri bolnikih z osteoartrozo kot 
tudi bolnikih z osteoporozo. 
Sposobnost adipogene diferenciacije smo primerjali tudi med KMSC in MMSC znotraj 
skupine osteoartroznih in znotraj skupine osteoporoznih bolnikov. V ta namen smo 
uporabili rezultate, ki smo jih predstavili ţe v podpoglavjih 4.1 in 4.2 (Sliki 3 in 4 ter Grafa 
III in IV). 
Rezultati diferenciacij, ki smo jih vključili v to primerjavo, so isti kot rezultati 
predstavljeni v 1. in 2. hipotezi. 
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4.3.1 Primerjava adipogene diferenciacije KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo 
 
Slika 3: Adipociti, obarvani z barviloma Oil Red O in kristal vijolično, nastali po adipogeni 
diferenciaciji KMSC (a) in MMSC (b) osteoartroznih bolnikov ter kontrolni vzorci adipozno 
nediferenciranih KMSC (c) in MMSC (d) istih bolnikov, kot dokaz, da je za adipogenezo potrebna 
indukcija z adipogenim gojiščem. Povečava: x10 
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Graf III: Primerjava povprečnih vrednosti odstotkov (+ SD) adipocitov obarvanih z Oil Red O, 
določenih v replikatih vzorcev bolnikov z osteoartrozo, glede na začetno število v kulturo 
naseljenih KMSC in MMSC. 
 
4.3.2 Primerjava adipogene diferenciacije KMSC in MMSC osteoporoznih bolnikov 
 
Slika 4: Adipociti, obarvani z barviloma Oil Red O in kristal vijolično, nastali po adipogeni 
diferenciaciji KMSC (a) in MMSC (b) osteoporoznih bolnikov ter kontrolni vzorci adipozno 
nediferenciranih KMSC (c) in MMSC (d) istih bolnikov, kot dokaz, da je za adipogenezo potrebna 
indukcija z adipogenim gojiščem. Povečava: x10 
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Graf IV: Primerjava povprečnih vrednosti odstotkov adipocitov obarvanih z Oil Red O, določenih 
v replikatih vzorcev bolnikov z osteoporozo, glede na začetno število v kulturo naseljenih celic 
KMSC in MMSC. 
 
Našo delovno hipotezo, da se sposobnost adipogene diferenciacije razlikuje med KMSC in 
MMSC bolnikov z osteoartrozo in tistih z osteoporozo, smo na osnovi dobljenih rezultatov, 
potrdili. Za dokončno potrditev in statistično značilne dokaze, pa bi morali v eksperiment 
vključiti večje število vzorcev KMSC in MMSC, predvsem osteoporoznih bolnikov. 
Iz Grafov III in IV je razvidno, da je bila v obeh skupinah bolnikov adipogeneza precej 
bolj uspešna v MMSC. Eden od moţnih vzrokov bi lahko bilo dejstvo, da na usmerjenost 
MSC v določeno celično linijo vpliva veliko zunanjih dejavnikov, med katere sodijo tudi 
mehanske sile in morfološka oblika MSC. Tiste MSC, ki se v pogojih in vitro bolj 
raztezajo po rastni površini in nanje močneje delujejo mehanske sile, so namreč 
preferenčno bolj nagnjene k osteogeni diferenciaciji. MSC, ki so v kulturi bolj okroglaste 
oblike, pa naj bi se laţje usmerile v adipogeno celično linijo. Pri tem ima velik vpliv tudi 
gostota celic v kulturi (24). Pri spremljanju rasti vzorcev KMSC in MMSC, smo ugotovili, 
da slednje (MMSC) rastejo mnogo hitreje in včasih tvorijo celične skupke, s čimer bi 
morda lahko razloţili njihovo obseţnejšo adipogenezo, v primerjavi s KMSC. 
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4.4 H4: Z merjenjem absorbance barvila Oil Red O, 
ekstrahiranega iz pozitivno obarvanih adipocitov, lahko 
kvantificiramo in razlikujemo obseg adipogeneze v kontrolnih 
vzorcih in vzorcih MSC bolnikov. 
4.4.1 Optimizacija metode 
Ker se v literaturi objavljeni protokoli merjenja absorbance barvila Oil Red O pri 
adipogeni diferenciaciji močno razlikujejo, smo v sklopu našega dela poskušali metodo 
merjenja absorbance optimizirati sami, vendar pa smo imeli v ta namen na razpolago le 
majhno število vzorcev (30). 
4.4.1.1 Valovna dolžina 
Iz literature smo povzeli, da je optimum absorbance barvila Oil Red O v razponu 490 – 
520 nm (30). 
Z optimizacijo metode smo začeli na osteoartroznem vzorcu KMSC 4, ki smo ga z 
barvilom Oil Red O obarvali po 14 dneh adipogene diferenciacije. 
Za slepi vzorec, ki smo ga kasneje odšteli od vseh meritev pa smo izbrali 0,1-% raztopino 
Triton x-100 v 100-% izopropanolu, torej v topilu, ki smo ga uporabili tudi za ekstrakcijo 
barvila iz celic. 
Za izdelavo umeritvene krivulje smo izbrali standarde, ki so predstavljeni v Preglednici 
XVI. 
Preglednica XVI: Sestava vzorcev standardov za izbor optimalne valovne dolţine za merjenje 
absorbance barvila Oil Red O. 
Standard Sestava standarda Koncentracija [mM] 
ST1 osnovna raztopina barvila Oil Red O 12 
ST2 100 μL osnovne raztopine Oil Red O + 900 
μL 60-% iPrOH 
1,2 
ST3 500 μL ST2 + 500 μL 60-% iPrOH 0,6 
ST4 500 μL ST3 + 500 μL 60-% iPrOH 0,3 
ST5 500 μL ST4 + 500 μL 60-% iPrOH 0,15 
ST6 500 μL ST5 + 500 μL 60-% iPrOH 0,075 
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Meritve standardov smo izvedli pri valovnih dolţinah 405 nm (R2 = 0,9999) in 450 nm (R2 
= 0,9999). Vrednosti R
2 smo izračunali iz povezave med absorbanco in koncentracijo 
raztopin standardov barvila Oil Red O. Koncentracije barvila Oil Red O, ekstrahiranega iz 
kontrolnih in tretiranih celičnih kultur smo izračunali iz enačb premic, ki sta predstavljeni 
na vsaki umeritveni krivulji (Graf V). 
 
Graf V: Umeritveni krivulji standardnih vzorcev raztopin barvila Oil Red O, izmerjenih pri 
valovnih dolţinah 405 in 450 nm. 
 
 
Graf VI: Primerjava koncentracij ekstraktov barvila Oil Red O kontrolnega nediferenciranega 
vzorca (CTR) in adipogeno diferenciranega oz. tretiranega vzorca (Tx) KMSC 4 osteoartroznega 
bolnika, izmerjenih pri valovnih dolţinah 405 in 450 nm. 
 
Koeficienta determinacije umeritvenih krivulj ter grafa koncentracij ekstrahiranega barvila 
Oil Red O kaţejo, da je merjenje absorbance barvila pri 405 nm in 450 nm dalo podobne 
rezultate. Za meritve nadaljnjih vzorcev pa smo izbrali valovno dolţino 450 nm, saj je bila 
najbliţje optimalnemu intervalu absorbance barvila Oil Red O (490 – 520 nm) (30). 
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4.4.1.2 Umeritvena krivulja 
V nadaljevanju smo ţeleli optimizirati umeritveno krivuljo standardnih vzorcev raztopin 
barvila Oil Red O. 
V ta namen smo uporabili osteoartrozni vzorec MMSC 5, ki smo ga obarvali po 15 dneh 
ter osteoartrozni vzorec MMSC 7, ki smo ga obarvali po 21 dneh adipogene diferenciacije. 
Za slepi vzorec, ki smo ga kasneje odšteli od vseh meritev, pa smo izbrali 0,1-% raztopino 
Triton x-100 v 100-% izopropanolu, ki smo jo  uporabili tudi za ekstrakcijo barvila iz 
gojenih in diferenciranih celic. 
Za izdelavo umeritvenih krivulj smo pripravili standardne raztopine barvila Oil Red O 
tako, kot je navedeno v Preglednici XVII. 
Preglednica XVII: Standardni vzorci za optimizacijo umeritvene krivulje. 
Standard Priprava standarda Koncentracija [mM] 
ST1 100 μL delovne raztopine Oil Red O + 900 
μL 60-% iPrOH 
0,72 
ST2 500 μL ST1 + 500 μL 60-% iPrOH 0,36 
ST3 500 μL ST2 + 500 μL 60-% iPrOH 0,18 
ST4 500 μL ST3 + 500 μL 60-% iPrOH 0,09 
ST5 500 μL ST4 + 500 μL 60-% iPrOH 0,045 
 
Absorbance standardnih raztopin barvila smo merili pri valovni dolţini 450 nm, v dveh 
različnih serijah (R2 = 0,9976 in R2 = 0,9995). Vrednosti R2 smo izračunali iz povezave 
med absorbanco in koncentracijo standardnih vzorcev barvila Oil Red O, koncentracijo 
barvila Oil Red O, ekstrahiranega iz kontrolnih in tretiranih celičnih kultur pa smo 
izračunali iz enačb premic, ki sta predstavljeni na obeh umeritvenih krivuljah. 
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Graf VII: Umeritveni krivulji standardnih vzorcev raztopin barvila Oil Red O, izmerjenih pri 
valovni dolţini 450 nm. 
 
Graf VIII: Primerjava koncentracij ekstraktov barvila Oil Red O kontrolnih nediferenciranih 
vzorcev (CTR) in adipogeno diferenciranih oz. tretiranih vzorcev (Tx) MMSC 5 in MMSC 7 dveh 
bolnikov z osteoartrozo, izmerjenih pri valovni dolţini 450 nm. 
 
Za pripravo standardnih raztopin, namenjenih optimizaciji umeritvene krivulje, smo kot 
izhodiščno uporabili delovno raztopino barvila Oil Red O. Iz Grafa VI je razvidno, da smo 
s pomočjo umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili z uporabo standardov, dobili rezultate, 
ki odraţajo očitno razliko med koncentracijami ekstrahiranega barvila iz kontrolnega 
(CTR) in tretiranega vzorca (Tx). S tem smo potrdili delovno hipotezo, da lahko z 
merjenjem absorbance iz celičnih kultur ekstrahiranega barvila Oil Red O določimo razlike 
v njegovih koncentracijah v kontrolnem vzorcu in vzorcu, v katerem je potekla adipogena 
diferenciacija. 
Za izdelavo nadaljnje umeritvene krivulje smo pripravili standarde iz delovne raztopine 
barvila Oil Red O (postopek naveden v Preglednici XVII). Za tak način priprave 
standardnih raztopin smo se odločili na podlagi dejstva, da smo tudi za histološko barvanje 
adipocitov uporabljali delovno raztopino barvila. 
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Protokol ekstrakcije barvila Oil Red O in merjenja absorbance smo poskušali optimizirati 
na osnovi podatkov v literaturi (30), kjer so za ekstrakcijo uporabili 100-% izopropanol, 
absorbanco ekstrahiranega barvila pa nato merili pri valovni dolţini 510 nm (30). Odločili 
smo se, da bomo uporabili 0,1-% raztopino Triton x-100 v 100-% izopropanolu, da bi na 
osnovi lize celic, ki jo povzroči Triton x-100, izboljšali ekstrakcijo barvila iz predhodno 
obarvanih celičnih kultur. Podaljšali smo tudi inkubacijsko dobo ekstrakcije in gojilne 
plošče stresali dlje, kot je to opisano v literaturi. Spektrofotometer, s katerim smo merili 
absorbanco standardnih in vzorčnih raztopin barvila Oil Red O, je imel omejeno izbiro 
valovnih dolţin, zato smo se po poskusnih meritvah na koncu odločili za merjenje pri 
valovni dolţini 450 nm, ki je bila najbliţje optimalnemu intervalu absorbance (490 – 520 
nm). Čeprav optimizacijo protokola, ki smo ga našli v literaturi, avtorji niso izvedli na 
vzorcih MSC, pa so s statistično analizo povezave absorbance barvila Oil Red O in 
relativnim številom diferenciranih adipocitov v celičnih kulturah (gojilne plošče) dokazali, 
da njihov protokol zagotavlja linearen potek umeritvene krivulje, in sicer tako pri nizkih 
kot visokih stopnjah adipogene diferenciacije (30). 
Menimo, da bi morali za izboljšanje optimizacije našega protokola, absorbanco barvila Oil 
Red O meriti pri valovni dolţini 518 nm, ki predstavlja maksimum, ali pa vsaj znotraj 
območja optimuma, med 490 in 520 nm (30). Izvesti bi morali tudi primerjalno statistično 
analizo ujemanja kvantifikacije adipogeneze z merjenjem absorbance ekstrahiranega 
barvila Oil Red O in štetjem z Oil Red O obarvanih adipocitov s pomočjo računalniškega 
programa ImageJ. Za zanesljivejše, s statistično značilnostjo podkrepljene rezultate pa bi 
morali v poskuse vključiti večje število vzorcev. 
 
4.5 H5: Stopnji celičnega staranja KMSC in MMSC bolnikov 
z osteoartrozo v pogojih in vitro sta enaki. 
Za analizo celičnega staranja smo uporabili skupno 9 vzorcev MSC osteoartroznih 
bolnikov, in sicer 4 vzorce KMSC in 5 vzorcev MMSC (Preglednica XVIII). Vzorce celic, 
ki smo jih vključili v poskuse smo vzorčili iz različnih pasaţ, za primerjavo stopnje 
celičnega staranja KMSC in MMSC pa smo izbrali vzorce iz podobnih pasaţ. Vzorce iz 
izstopajočih nizkih in visokih pasaţ smo v tem delu interpretacije rezultatov izvzeli zato, 
ker je znano, da se stopnja staranja lahko povečuje tudi z naraščajočim številom pasaţ (35). 
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Preglednica XVIII: Vzorci KMSC in MMSC osteoartroznih bolnikov, ki smo jih vključili v 
analizo celičnega staranja. 
Vzorci 
osteoartroznih 
KMSC in pasaža 
SA-ß-Gal-pozitivne 
celice (% glede 
na število vseh 
preštetih celic) 
Vzorci 
osteoartroznih 
MMSC in pasaža 
SA-ß-Gal-pozitivne 
celice (% glede 
na število vseh 
preštetih celic) 
KMSC 15 pasaţa 3 27,75 % MMSC 11 pasaţa 0 4,66 % 
KMSC 10 pasaţa 4 32,80 % MMSC 7 pasaţa 3 36,97 % 
KMSC 7 pasaţa 4 30,87 % MMSC 6 pasaţa 4 27,32 % 
KMSC 4 pasaţa 8 84,39 % MMSC 8 pasaţa 4 17,69 % 
  MMSC 9 pasaţa 4 35,93 % 
 
Za primerjavo stopnje staranja KMSC in MMSC smo tako uporabili 3 vzorce KMSC 
(vzorci pasaţ 3 in 4: KMSC 7, KMSC 10 in KMSC 15) in 4 vzorce MMSC (vzorci pasaţ 3 
in 4: MMSC 6, MMSC 7 in MMSC 8).  
 
Slika 5: Vzorci MSC osteoartroznih bolnikov po barvanju z SA-ß-Gal: a – KMSC 15, pasaţa 3 
(10x povečava), b – MMSC 7, pasaţa 3 (10x povečava), c – KMSC 4, pasaţa 8 (10x povečava) in 
d – MMSC 11, pasaţa 0 (4x povečava). 
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Graf IX: Primerjava povprečnih vrednosti odstotkov (+ SD) SA-ß-Gal-pozitivnih KMSC in 
MMSC bolnikov z osteoartrozo (vključeni samo vzorci iz pasaţ 3 in 4). 
 
Z določanjem odstotkov SA-ß-Gal-pozitivnih MSC v kulturi ugotavljamo stopnjo 
njihovega staranja. Rezultati, predstavljeni v Grafu IX kaţejo, da sta povprečni stopnji 
staranja KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo enaki, s čimer smo potrdili našo 
hipotezo. Seveda pa bi za dokončno potrditev za statistično značilne dokaze, morali v 
eksperiment vključiti večje število vzorcev KMSC in MMSC podobnih pasaţ. 
Z analizo stopnje staranja MSC smo ugotovili, da odstotek SA-ß-Gal-pozitivnih celic 
narašča s številom pasaţ (Preglednica XVIII). Naši izsledki se ujemajo z ţe objavljenimi 
rezultati, saj so ugotovili, da naj bi bilo replikativno staranje MSC kontinuiran in 
organiziran proces, ki se začne ţe na začetku gojenja celic v pogojih in vitro (35). Za 
zanesljivo potrditev hipoteze, bi morali celične kulture spremljati pri vseh pasaţah, od 
pasaţe 0 dalje, in sicer tako, da bi pri vsaki izvedli test SA-ß-Gal za analizo celičnega 
staranja. Dodatno bi morali spremljati tudi kinetiko rasti celic ter spremembe celične 
morfologije in izraţanja molekulskih označevalcev, povezanih z replikativnim staranjem. 
 
4.6 H6: Obstaja pozitivna povezava med celičnim staranjem in 
uspešnostjo adipogeneze MSC pri bolnikih z osteoartrozo. 
Za analizo povezave med stopnjo staranja in sposobnostjo adipogeneze MSC 
osteoartroznih bolnikov smo uporabili 9 celičnih vzorcev, ne glede na njihov tkivni izvor, 
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in sicer 4 vzorce KMSC ter 5 MMSC. V vseh 9 vzorcih smo izvedli adipogeno 
diferenciacijo in test celičnega staranja, in sicer pri različnih pasaţah celičnih kultur. 
Statistično analizo povezave smo izvedli s pomočjo programa SPSS. 
Najprej smo s testoma Kolmogorov-Smirnov in Shapiro-Wilk preverili ali se rezultati 
meritev porazdeljujejo normalno. Rezultati omenjene statistične analize so predstavljeni v 
Preglednici XIX. 
Preglednica XIX: Rezultati statističnega preverjanja normalnosti porazdelitve meritev vzorcev 
MSC s testoma Kolmogorov-Smirnov in Shapiro-Wilk v programu SPSS. 
 
 
Kolmogorov-Smirnov 
vrednost p 
Shapiro-Wilk 
vrednost p 
Adipogeneza ,020 ,028 
Celično staranje ,009 ,029 
 
Ker je bila vrednost p pri obeh testih < 0,05, sklepamo, da porazdelitev meritev oz. 
rezultatov ni bila normalna, zato smo za nadaljnje statistične analize izbrali neparametrične 
teste. 
Za preverjanje hipoteze, ali obstaja pozitivna povezava med stopnjo staranja in obsegom 
adipogeneze gojenih KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo, smo uporabili 
Spearmanovo korelacijsko analizo, ki ne predvideva, da se primerjane spremenljivke 
porazdeljujejo normalno. Določili smo Spearmanov korelacijski koeficient, ki meri moč in 
smer povezave med dvema spremenljivkama, njegova vrednost pa lahko niha med 
vrednostima -1 in +1 (36). 
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Preglednica XX: Rezultati preverjanja povezave med obsegom adipogeneze in stopnjo staranja 
KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo, s Spearmanovo korelacijsko analizo v programu SPSS. 
 
 
Adipogeneza 
Celično 
staranje 
Spearmanova 
korelacijska 
analiza 
Adipogeneza korelacijski koeficient 1,000 -,033 
vrednost p (dvostransko) . ,932 
število vzorcev 9 9 
Celično 
staranje 
korelacijski koeficient -,033 1,000 
vrednost p (dvostransko) ,932 . 
število vzorcev 9 9 
 
Statistično značilne povezave med obsegom adipogeneze in stopnjo staranja KMSC in 
MMSC preiskovancev z osteoartrozo nismo uspeli dokazati (p > 0,05), kar pomeni, da 
nismo uspeli potrditi naše delovne hipoteze. 
V literaturi pa sicer obstajajo dokazi, da naj bi se adipogeni diferenciacijski potencial 
zdravih preiskovancev v pogojih in vitro zmanjševal s povečevanjem števila celic v stanju 
replikativnega staranja (35). 
 
4.7 H7: Obstaja povezava med stopnjo celičnega staranja in 
sposobnostjo adipogene diferenciacije in vitro, znotraj skupin 
KMSC in MMSC bolnikov z osteoartrozo. 
Rezultate istih 9 vzorcev MSC osteoartroznih preiskovancev smo nato ločili glede na izvor 
celic, torej, KMSC in MMSC ter znotraj posamezne skupine preverili ali obstaja povezava 
med stopnjo staranja in sposobnostjo adipogene diferenciacije. Tudi v tem primeru smo 
uporabili Spearmanovo korelacijsko analizo (Preglednici XXI in XXII).   
 
 
49 
 
Preglednica XXI: Rezultati preverjanja povezave med obsegom adipogeneze in stopnjo staranja 
KMSC bolnikov z osteoartrozo s Spearmanovo korelacijsko analizo v programu SPSS. 
 
 
Preglednica XXII: Rezultati preverjanja povezave med obsegom adipogeneze in stopnjo staranja 
MMSC bolnikov z osteoartrozo s Spearmanovo korelacijsko analizo v programu SPSS. 
 
Adipogeneza 
Celično 
staranje 
Spearmanova 
korelacijska 
analiza 
Adipogeneza korelacijski koeficient 1,000 ,300 
vrednost p (dvostransko) . ,624 
število vzorcev 5 5 
Celično 
staranje 
korelacijski koeficient ,300 1,000 
vrednost p (dvostransko) ,624 . 
število vzorcev 5 5 
 
Hipoteze, da znotraj skupin vzorcev KMSC in MMSC osteoartroznih bolnikov obstaja 
povezava med stopnjo njihovega staranja in sposobnostjo adipogene diferenciacije v 
pogojih in vitro, nismo uspeli potrditi (v obeh primerih: p > 0,05). 
  
 
 
Adipogeneza 
Celično 
staranje 
Spearmanova 
korelacijska 
analiza 
Adipogeneza korelacijski koeficient 1,000 -,400 
vrednost p (dvostransko) . ,600 
število vzorcev 4 4 
Celično 
staranje 
korelacijski koeficient -,400 1,000 
vrednost p (dvostransko) ,600 . 
število vzorcev 4 4 
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5 SKLEP 
Namen magistrske naloge je bil ovrednotiti sposobnosti adipogeneze in stopnje staranja 
kostnih in mišičnih mezenhimskih matičnih/ stromalnih celic (KMSC in MMSC) bolnikov 
z osteoartrozo in osteoporozo v pogojih in vitro. Ugotovili smo, da je sposobnost 
adipogene diferenciacije KMSC in MMSC večja pri osteoporoznih bolnikih, v primerjavi z 
osteoartroznimi. Ta rezultat kaţe na pomembno vlogo, ki jo imajo MSC pri razvoju 
mišično-skeletnih bolezni. 
Pokazali smo tudi, da izkazujejo KMSC in MMSC različne obsege adipogeneze, kar kaţe 
na izjemno funkcijsko heterogenost MSC izoliranih iz različnih tkiv. Ugotovili smo, da so 
imele MMSC tako osteoartroznih kot osteoporoznih bolnikov večjo sposobnost 
adipogeneze od njihovih KMSC. 
Vsekakor pa bi morali pri nadaljnjih raziskavah za zanesljiv dokaz statistično značilnih 
razlik med primerjanima vrstama MSC obeh skupin bolnikov uporabiti večje število 
preiskovancev, predvsem tistih z osteoporozo. Poleg tega bi morali izvesti tudi analize na 
nivoju izraţanja genov, pomembnih za adipogenezo ter nato primerjati transkriptome 
KMSC in MMSC. 
Z merjenjem absorbance iz nastalih adipocitov ekstrahiranega barvila Oil Red O smo 
pokazali, da lahko na ta način zanesljivo razlikujemo med kontrolnimi vzorci gojenih in 
adipogeno transformiranih MSC. Merjenje absorbance ekstrahiranega barvila Oil Red O pa 
bi morali še dodatno optimizirati preden bi ta postopek začeli uporabljati za dodatno 
kvantifikacijo adipogeneze. 
Ugotovili smo tudi, da sta bili stopnji staranja KMSC in MMSC preiskovancev z 
osteoartrozo v celičnih kulturah enaki, pri tem pa smo opazili razlike v številu SA-ß-Gal-
pozitivnih celic v zgodnjih oz. začetnih in kasnejših pasaţah. V nadaljnjih raziskavah bi 
morali spremljati staranje MSC v kulturah v vsaki pasaţi ter poleg večjega števila bolnikov 
z osteoartrozo vključiti še primerljivo število tistih z osteoporozo in zdravih posameznikov 
brez mišično-skeletnih bolezni. 
Pozitivne statistične povezave med staranjem MSC in obsegom adipogeneze pri bolnikih z 
osteoartrozo nismo uspeli dokazati. Prav tako nam ni uspelo dokazati povezanosti med 
stopnjo staranja in sposobnostjo adipogene diferenciacije v ločenih skupinah KMSC in 
MMSC bolnikov z osteoartrozo. V nadaljnjih raziskavah bi bilo smiselno uporabiti večje 
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število tako osteoartroznih kot osteoporoznih bolnikov, da bi zagotovili zanesljivejše, 
statistično podprte rezultate. 
Ker MSC izolirane iz trabekularne kosti (KMSC) in skeletnih mišic (MMSC) še niso tako 
dobro raziskane kot tiste iz kostnega mozga in maščobnega tkiva, je zelo pomembno, da 
skušamo s podrobnejšimi analizami spoznati in opredeliti njihove lastnosti in vloge pri 
nastanku in razvoju degenerativnih boleznih mišično-skeletnega sistema. Pridobljeno 
znanje bo lahko prispevalo k njihovi uporabnosti pri zgodnji diagnostiki osteoartroze in 
osteoporoze, ki ju zaenkrat odkrivamo šele v poznih fazah razvoja. Zgodnejše odkrivanje 
bolezni bi lahko odprlo moţnosti tudi za nove načine zdravljenja, kar je v današnjem času, 
zaradi vse večje prevalence obeh bolezni, izrednega pomena. Ne smemo pa pozabiti 
dodatnega dejstva, da imajo MSC zaradi svojih imunosupresivnih in regenerativnih 
lastnosti tudi ogromen potencial v regenerativni medicini, zato zaradi pozitivnih učinkov 
nedvomno predstavljajo prihodnost v zdravljenju mišično-skeletnih bolezni. 
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